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O surgimento de estirpes com resistência múltipla aos fármacos mais potentes 
é motivo de preocupação dos profissionais de saúde e de toda comunidade 
científica reforçando a necessidade de formulação de novos medicamentos ou 
terapias coadjuvantes capazes de inibir a rápida proliferação de 
microrganismos multirresistentes. Neste contexto, os peptídeos antimicrobianos 
(PAMs) surgem como uma alternativa farmacológica podendo ser estudados 
isolados ou associados a outros antibióticos. Neste trabalho foi avaliado, in 
vitro, o efeito isolado e combinado dos peptídeos Synoeca-MP e IDR-1018 
contra isolados clínicos multirresistentes de Klebsiella pneumoniae 
(Kp1410503; Kp1536816; Kp2016295 e Kp2177569 – LACEN). Além disso, o 
peptídeo Synoeca-MP também foi avaliado in vitro quanto a sua capacidade de 
combinação com antimicrobianos pertencentes a três classes distintas 
revelando atividade sinérgica quando combinado ao antimicrobiano 
levofloxacina. Nos experimentos in vivo, foi observada uma alta mortalidade de 
camundongos BALB/c quando os mesmos foram inoculados com as 
concentrações do peptídeo Synoeca - MP 0,64 mg.kg-¹; 6,4 mg.kg-¹; 12,8 
mg.kg-¹ e 19,2 mg.kg-¹, definidas in vitro após a definição da Concentração 
inibitória Mínima (CIM), levando todos os animais a óbito em até 24 horas 
demonstrando a necessidade de análises complementares e/ou a utilização de 
outras concentrações  para uma melhor  avaliação da atividade antimicrobiana 
de Synoeca-MP in vivo.  
 
Palavras chaves: Klebsiella pneumoniae, antimicrobiano, multirresistência, 






   
ABSTRACT 
 
The emergence of strains with multiple resistance to the most potent drugs is 
motive for concern of health professionals and the entire scientific community 
reinforcing the need of formulation of new drugs or adjuvant therapies capable 
of inhibiting the rapid proliferation of multiresistant microorganisms. In this 
context, antimicrobial peptides (PAMs) appear as a pharmacological alternative 
and can be studied isolation or associated with other antibiotics. This work was 
evaluated in vitro effect isolated and combined of the peptides Synoeca - MP 
and IDR - 1018 against multi-resistant clinical isolates of Klebsiella pneumoniae 
(Kp1410503; Kp1536816; Kp2016295 and Kp2177569 - LACEN). In addition, 
the Synoeca peptide was also evaluated in vitro for its ability to combine with 
antimicrobials belonging to three distinct classes revealing synergistic activity 
when combined with the antimicrobial levofloxacin. In the in vivo experiments, a 
high mortality of BALB/c mice was observed when they were inoculated with the 
concentrations of Synoeca – MP peptide 0,64 mg.kg-¹; 6,4 mg.kg-¹; 12,8 mg.kg-
¹ and 19,2 mg.kg-¹, defined in vitro after the definition of the Minimal Inhibitory 
Concentration (CIM), leading to all deaths within 24 hours, demonstrating the 
need for complementary analyzes and / or the use of other concentrations for a 
better evaluation of the antimicrobial activity of Synoeca-MP in vivo. 
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1.1. Resistência microbiana: um desafio constante. 
  
 O surgimento generalizado de agentes bacterianos patogênicos 
resistentes a múltiplos fármacos representa um desafio de saúde pública em 
todo o mundo (World Health Organization, 2014). A resistência bacteriana aos 
antimicrobianos deve-se, principalmente, a capacidade de adaptação genética 
frente às mudanças ocorridas no ambiente (SILVEIRA et. al., 2006), sendo um 
fenômeno ecológico que ocorre, principalmente, em resposta ao amplo uso 
desses fármacos (LEVY, 2001). Além do aumento destes microrganismos 
resistentes em ambiente hospitalar, o número de casos na comunidade vem 
aumentando a cada ano (STEFANIUK et. al., 2016; World Health Organization, 
2014), graças à capacidade que as bactérias possuem de trocar material 
genético entre as diversas linhagens e de se adaptarem frente a agentes 
químicos potentes (LEVY, 2001; FERNANDES, 2006). 
 No final dos anos 20, com o desenvolvimento de medicamentos 
antimicrobianos e outros meios de combate a infecções, bem como o advento 
da penicilina, culminou em uma situação mais favorável aos seres humanos. 
Porém, as bactérias reagiram e rapidamente criaram novos mecanismos de 
resistência capazes de degradar os fármacos recém-criados (TENOVER, 
2006). Os antibióticos lançados após a Segunda Guerra Mundial, rapidamente 
perderam a sua eficácia. Os análogos penicilínicos meticilina e cefalosporinas, 
tetraciclinas e eritromicinas foram aos poucos se tornando limitados devido ao 
surgimento de microrganismos resistentes (SILVEIRA et. al., 2006). 
 Os fatores que contribuem para o aumento da resistência aos 
antimicrobianos vão desde uma terapia inadequada de pacientes infectados, a 
um atraso na iniciação da antibioticoterapia apropriada. Esses fatores 
associados à falta de cuidados básicos no ambiente hospitalar e o uso 
indiscriminado de fármacos favorecem o surgimento de cepas resistentes 




 Compreender os processos relacionados à resistência microbiana, à 
ação dos antimicrobianos, a avaliação farmacológica de agentes mais efetivos 
e sua aplicação terapêutica de forma racional, controle das infecções 
nosocomiais bem como a aplicação de cuidados básicos no meio hospitalar 
representam medidas imprescindíveis para o combate à resistência aos 
antimicrobianos (OLIVEIRA et. al., 2016, SILVEIRA et. al., 2006). 
 Além disso, a falta de cuidados nas unidades de saúde, como lavar as 
mãos após a manipulação de objetos ou de pacientes hospitalizados, por 
exemplo, reduziria consideravelmente a pressão seletiva que contribui para o 
surgimento de cepas resistentes (TENOVER, 2006). A adoção de um controle 
rígido na uti lização de antimicrobianos a partir de diagnósticos que de fato 
justifiquem sua real necessidade também contribuiria para a redução da 
resistência aos antimicrobianos (SILVEIRA et. al., 2006). Conhecer os 
mecanismos de ação dos fármacos e a importância dos mesmos para o 
tratamento do paciente é fundamental.  
 As bactérias continuarão a desenvolver mecanismos de resistência aos 
fármacos antibacterianos existentes atualmente, seja por mutações ou 
recombinação genética. Essa possibilidade preocupa a medida que aumenta o 
número de cepas, antes sensíveis, mas que passam a adquirir a capacidade de 
resistirem aos antimicrobianos. Muitos patógenos bacterianos expressam 
múltiplos mecanismos de resistências aumentando a morbidade humana e 
elevando os custos financeiros para tratamento das infecções por eles 
causadas (TENOVER, 2006). No Brasil, a resistência aos antimicrobianos em 
Enterobacteriaceae, por exemplo, consiste num problema emergente e que 
requer ações rigorosas e medidas de controle de infecções, bem como o uso 
racional de antibióticos em humanos e animais (SAMPAIO and GALES, 2016). 
 A luta para criar novos compostos antimicrobianos deve ser contínua 
uma vez que fármacos que lideram a lista dos mais vendidos e utilizados 
podem tornar-se obsoletos à medida que os microrganismos criam estratégias 
de resistência. Neste contexto, compreender os mecanismos bioquímicos e 
genéticos envolvidos na resistência bacteriana (WRIGHT, 2005) é fundamental 
para a descoberta de novas ferramentas capazes de combatê-la (SILVEIRA et. 




1.2. Agente etiológico: Klebsiella pneumoniae 
  
 O gênero Klebsiella foi designado por Trevisan, em 1885, para 
homenagear o microbiologista alemão Edwin Klebs, sendo Klebsiella 
pneumoniae a espécie representante do gênero e pertencente à Família 
Enterobacteriaceae (QURESHI, 2017; BRISSE et. al., 2006) (Figura 1). Esta 
estirpe foi isolada pela primeira vez dos pulmões de pacientes que foram a 
óbito após pneumonia. Denominada, inicialmente, de Friedlander's bacillus e 
renomeada, posteriormente de Klebsiella, é descrito como um microrganismo 
saprofítico que coloniza o trato gastrointestinal humano, pele e nasofaringe, 
vias urinárias, trato biliar causando por vezes, osteomielite e bacteremia 




Figura 1 - Microscopia Eletrônica de Varredura de Klebsiella pneumoniae, 
apresentando algumas características morfológicas estruturais. (Disponível em: 
http://emedicine.medscape.com/article/219907-overview#a4 
 
Bacilo Gram-negativo, não móvel e não esporulado, K. pneumoniae faz 
parte da flora intestinal normal de mamíferos, podendo ser encontrada também 




microrganismo pode causar infecções severas em imunocomprometidos, 
crianças e idosos. Além disso, são responsáveis por infecções nosocomiais 
graves adquiridas como pneumonia e infecções do trato urinário, sendo 
comumente isoladas em septicemias e pneumonias (BRISSE et. al., 2009), e 
considerado um dos patógenos mais comuns em infecções hospitalares 
(LANDMAN et. al., 2007) perdendo apenas para Eschirichia coli (GHANDIRI et. 
al., 2012; LV et. al., 2014). Também há relatos de que essa estirpe tem sido 
responsável por infecções adquiridas na comunidade (PACZOSA & MECSAS, 
2016; HU et. al., 2016). 
 K. pneumoniae apresenta melhores condições de crescimento em 
ambientes aeróbios. Produz colônias com aspecto mucoso em meio Luria-
Bertani (LB) ágar (Figura 2 A) e rosadas e mucoides quando inoculado em 
meio seletivo MacConkey (Figura 2 B ).. 
 
 Considerado um agente oportunista (CHAPMAN, 1946; JONES, 2010; 
SCAPARE et. al., 2009) é capaz de sobreviver por longos períodos em 
superfícies secas e na pele humana (PERNA et. al., 2015). 
 Outro fator a ser considerado é a capacidade de K. pneumoniae 
colonizar pacientes vítimas de queimaduras. Entre os anos de 2000 a 2010 
essa bactéria esteve entre as cepas mais isoladas em pacientes queimados 
estando atrás apenas de Pseudomonas aeruginosa (AZZOPARDI et. al., 2014). 
 Procedimentos invasivos e a utilização de glicocorticoides são fatores 
que elevam a incidência de infecções de corrente sanguínea por K. 
B A 
Figura 2 (A) - Colônias de Klebsiella pneumoniae crescendo em meio LB ágar 
(Invitrogen) apresentando aspecto mucoide. (B) – Colônias de Klebsiella pneumoniae 




pneumoniae causando a morte de inúmeros pacientes (LV et. al., 2014; WANG 
et. al., 2016). Além disso, essa bactéria também é responsável por infecções 
do trato urinário, estando relacionada a um grande número de casos relatados 
em 2009 tornando-se uma causa proeminente de infecções em indivíduos com 
cateteres urinários (RONALD 2002, FRANK et. al., 2009) estando diretamente 
ligada a cerca de 70% de casos de infecções em pacientes com cateterismo 
(NIVEDITHA et. al., 2012). Num estudo realizado em um Hospital Escola na 
cidade de Maringá, Paraná, Brasil, entre os anos de 2013 e 2014, K. 
pneumoniae foi o segundo microrganismo responsável pelos casos de infecção 
urinária, cerca de 54,1% das amostras coletadas na urina de pacientes 
hospitalizados eram por essa cepa. Além disso, 26,2% das infecções de 
corrente sanguínea, 8,2% de infecções obtidas de secreções e 4,9% obtidas de 
cateteres também eram causadas por K. pneumoniae (OLIVEIRA et. al., 2016). 
 Há uma incidência muito grande de infecções por Klebsiella pneumoniae 
em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) acometendo entre 6% e 17% dos 
pacientes principalmente os que apresentam diabetes mellitus ou bexigas 
neuropáticas (LYE et. al., 1992; BENNETT et. al., 1995). Nos Estados Unidos, 
em 2013, por exemplo, infecções por essa bactéria foram consideradas 
elevadas em UTIs onde as internações se davam por longos períodos que 
aquelas hospitalizações de curto prazo (LIN et. al., 2013). Essa cepa, 
altamente resistente a inúmeros antimicrobianos têm sido relacionada com 
infecções graves provenientes de surtos hospitalares acometendo adultos e 
neonatos principalmente nestes locais (CASSETTARI 2006; PERNA et. al., 
2015). 
 A maioria das infecções associadas a diferentes dispositivos médicos 
como os urinários ou intravasculares foram causadas por K. pneumoniae 
multirresistente. Segundo Singhai e colaboradores (2012), em Israel, esta 
espécie foi a segunda mais comum respondendo por 10% das bacteremias 
associadas a cateteres intravasculares, perdendo apenas para Staphylococcus 
aureus que acometeu 30% dos pacientes. 
 Em Pequim, na China, um estudo revelou que K. pneumoniae ESBL 
(Betalactamase de Espectro Estendido) positivo apresentaram maiores taxas 
de resistência à maioria dos antibacterianos que as ESBL negativo. Os 




haviam estado na mesma sala, demonstrando a fácil disseminação das cepas 
em ambiente nosocomial (WANG et. al., 2013). Essa bactéria causou 11,3% de 
infecções sanguíneas entre os anos de 2011 e 2012 na China. Neste país, 
53,3% dos isolados dessa estirpe eram ESBL o que conferia a estas cepas a 
capacidade de degradar uma variedade de fármacos tais como penicilinas, 
cefalosporinas e monobactâmicos (LV et. al., 2014). 
 Em outro estudo realizado entre janeiro de 2012 e dezembro de 2015 
em Shanghai na China, mais de 80 estirpes de Klebsiella pneumoniae isoladas 
de pacientes hospitalizados e que estavam associadas a infecções de corrente 
sanguínea foram analisadas. Comprovou-se que mais de 50% das cepas eram 
resistentes a cefuroxima, ampicilina-sulbactam e piperacilina sendo a maioria 
delas ESBL e Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC). Os resultados do 
estudo preocupam a comunidade médica uma vez que um número crescente 
de microrganismos está adquirindo resistência a maioria dos antibióticos de 
rotina em unidades de tratamento à saúde (XIAO et. al., 2017). Outro dado 
preocupante é o fato de que as taxas de resistência para meropenem, 
imipenem, amicacina, cefepime e ciprofloxacina determinadas em Shanghai 
entre 2012 e 2015 foram mais elevadas que as encontradas na vigilância de 
2011 e 2012 (XIAO et. al., 2017), comprovando a rápida disseminação de 
genes de resistência. Em estudos anteriores, Klebsiella pneumoniae já era o 
segundo bacilo Gram-negativo mais isolado em hemoculturas nesta região 
(ZHAO et. al., 2014). 
 Nos anos de 2008 e 2009, foram registrados no Hospital Brigadeiro, um 
hospital que faz parte do Sistema Nacional de Saúde, em São Paulo  (Brasil) 33 
casos de infecções cujo agente causador era Klebsiella pneumoniae 
Carbapenemase (KPC). Destes, 42% eram referentes a infecções do trato 
urinário, 33% a infecções de corrente sanguínea, 21% apresentaram 
pneumonia e um paciente apresentava doença de pele. Também em Teresina, 
Piauí, nos anos de 2010 e 2011, um surto de Klebsiella pneumoniae em uma 
UTI neonatal de uma maternidade pública estava diretamente associada a 
transmissão através das mãos dos trabalhadores dessa Unidade de Saúde 
(PEREIRA et. al., 2013). 
Neste mesmo estudo, constatou-se que em 2010, o número de 




Hospital Brigadeiro havia sido consideravelmente maior que o diagnosticado 
em 2009.  
Entre janeiro de 2010 e julho de 2011, dos 233 recém-nascidos 
internados na UTI deste hospital, 166 foram diagnosticados com IRAs 
(Infecções Relacionadas a Assistência a Saúde) dos quais 21 eram causadas 
por K. pneumoniae ESBL resultando em 12 óbitos (LIMA et. al., 2014). 
O primeiro caso de K. pneumoniae KPC no Estado do Mato Grosso foi 
relatado em 2010 num paciente idoso com infecção urinária. Esta mesma cepa 
foi a causadora de outros casos de infecções no hospital HRMS - Hospital 
Regional do Mato Grosso do Sul - em 2009, período que coincide com surtos 
em diferentes regiões do país (BIBERG et. al. 2015). Em três hospitais públicos 
no Mato Grosso do Sul pôde ser visto o perfil de resistência da KPC – 
Klebsiella pneumoniae. Para ceftazidime, por exemplo, a taxa de perfil de 
resistência foi de 86,5% no hospital ABCG – Associação beneficente de Campo 
Grande, 91,7% no HRMS e de 88,5% no HUFMS Maria Aparecida Pedrossian 
Hospital Universidade Federal do Mato Grosso do Sul. A maioria dos pacientes 
infectados por K. pneumoniae nestes hospitais e em Mato Grosso do Sul eram 
do sexo masculino, idade variando entre 55,4 a 60,7 anos. As amostras foram 
obtidas principalmente de cateteres, urina e aspirador traqueal. O que 
preocupa é que boa parte das cepas que transportam enzimas 
carbapenemases transportam outros genes de resistência (CAMPOS et. al., 
2017; PAVEZ et. al, 2009; PENA et. al., 2011). 
Klebsiella pneumoniae foi considerada agente causadora importante de 
infecção no trato urinário, pneumonia e infecção sanguínea em pacientes de 
UTI em todo o Brasil (CAMPOS et. al., 2017). 
 O uso excessivo de antimicrobianos pode potencializar a resistência por 
cepas de K. pneumoniae para os fármacos como as cefalosporinas, 
aminoglicosídeos, fluorquinolonas e até mesmo carbapenêmicos (GUANA et. 
al., 2014). Paralelamente, a adoção de medidas preventivas, como lavar as 
mãos, por exemplo, reduz de forma significativa a disseminação de cepas com 





1.2.1. Fatores de Virulência 
 A classificação dos isolados de K. pneumoniae é dada conforme 
sorotipagem capsular (tipagem em K), uti lizando-se antissoros específicos 
(PODSHUN and ULLMANN, 1998). Atualmente, existem 79 sorotipos 
capsulares descritos, porém a maioria das infecções em humanos é causada 
por um número limitado deles, ou seja, a maioria é pertencente aos sorotipos 
K1 e K2 (BRISSE et. al., 2013), os quais são reconhecidos como 
hipervirulentos, causadores de infecções adquiridas na comunidade sob a 
forma de abscessos hepáticos piogênicos (STRUVE et. al., 2015). 
 A cápsula (Figura 3) é uma camada densa de aproximadamente 160 nm 
de espessura constituída de fibras de polissacarídeos que protegem a bactéria 
de ambientes hostis (AMAKO et. al., 1988). A presença da cápsula em estipes 
de K. pneumoniae é um dos mecanismos que confere resistência aos 
antimicrobianos aumentando a virulência das mesmas (MARCH et. al., 2013) 
permitindo proteção contra a fagocitose, ataque de peptídeos antimicrobianos e 
a lise mediada pelas defesas do hospedeiro (MARTINO et. al., 1995; 










Figura 3: Fatores de virulência caracterizados em Klebsiella pneumoniae. É possível 
localizar na imagem a Cápsula, LPS, Fímbrias (Tipo 1 e Tipo 3) e sideróforos 
presentes nas superfícies de espécies clássicas (Imagem superior) e de estirpes 
hipervirulentas (imagem inferior). 
 Estirpes de K. pneumoniae clássicas produzem uma cápsula que pode 




K2 estão associados ao aumento da patogenicidade. Estirpes virulentas 
amplificam a produção de material capsular (hipercápsulas) e são 
predominantemente do sorotipo K1 enquanto as demais são estirpes do 
sorotipo K2 (PACZOSA and MECSAS, 2016). 
 Todas as estirpes de K. pneumoniae são classificadas por seu tipo de 
sequência (STs) que são definidas pelas sequências de seus nucleotídeos em 
7 Loci (mdh; infb; tonB; gapA; phoE, rpoB, pgi), sendo que as estirpes 
intimamente relacionadas são denominadas complexos clonais. Algumas cepas 
hipervirulentas de K. pneumoniae pertencentes ao complexo clonal 23, por 
exemplo, são capazes de codificar diversos fatores para virulência incluindo a 
produção de sideróforos que permitem que a bactéria capte ferro que é um 
elemento primordial para o seu crescimento e hipervirulência durante o ataque 
ao hospedeiro (STRUVE et. al., 2015). 
 Num estudo usando modelo de infecção pulmonar em murinos 
percebeu-se que a perda do gene que codifica a aerobactina no sideróforo 
reduz, de forma significativa, a virulência e a disseminação das estirpes 
(RUSSO et. al., 2015), corroborando com os dados de Struve e colaboradores 
(2015) que demonstraram a importância de sideróforos para o aumento da 
virulência. 
 Dentre outras formas de colonizar o hospedeiro, cepas de K. 
pneumoniae utilizam os pili do tipo I para aderir às mais diversas superfícies 
como as paredes das mucosas, sendo que a deleção de genes que sintetizam 
e regulam a expressão de pi li tipo I reduz a virulência em modelos de infecção 
em ratos (MURPHY et. al., 2013; ROSEN et. al., 2015). 
 As estirpes de K. pneumoniae possuem uma camada de 
lipopolissacarídeo (LPS) o qual é composto por três subunidades principais: o 





Figura 4: Estrutura do lipopolissacarídeo mostrando os três componentes: lipídio “A”, 
oligossacarídeo e antígeno O. ( PACZOSA and MECSAS, 2016.) 
 O lipídeo “A” é um ativador da inflamação e está inserido na membrana 
bacteriana. Este lipídeo está envolvido na proteção da bactéria da ação 
bactericida de peptídeos antimicrobianos catiônicos. Além disso, K. 
pneumoniae é capaz de mudar a estrutura do lipídio “A” para garantir a 
sobrevivência no hospedeiro, uma vez que esta estrutura pode ser reconhecida 
por células imunes (LLOBET et. al., 2009). O antígeno O é a subunidade mais 
externa do LPS sendo importante na proteção contra o complemento. Esse 
antígeno sobressai à membrana externa formando um componente essencial 
da parede celular de bactérias Gram-negativas, sendo um fator importante para 
o aumento da virulência e resistência aos antimicrobianos  (HANSEN et. al., 
1999) 
  A estrutura de LPS difere em cepas de K. pneumoniae e influencia na 
potência por ativar a primeira linha de defesa imunológica do hospedeiro 
denominada via do complemento. Padrões de polissacarídeos capsulares de 
algumas estirpes podem induzir a ativação da via do complemento de lectina 




2009) e isso ocorre devido o reconhecimento de polissacarídeos capsulares.  
Dessa forma, estirpes cujo as cápsulas não são tão proeminentes tornam-se 
alvos para uma maior deposição de C3b, sendo facilmente fagocitadas por 
células epiteliais do pulmão (ASTORZA et. al., 2004). A perda de 
polissacarídeos capsulares inibe a virulência e, consequentemente, a perda da 
resistência (DOORDUIJN et. al., 2016). 
 
1.3. Resistência de Klebsiella pneumoniae  
 
 Klebsiella pneumoniae é considerada, pela Organização Mundial de 
Saúde e pelos Centros para o Controle e Prevenção de Doenças dos EUA, um 
microrganismo MDR (Multidrug-resistant), sendo caracterizado como uma forte 
ameaça à saúde humana devido, principalmente, à capacidade de produzir 
enzimas que degradam uma variedade de antimicrobianos (World Health 
Organization, 2014; European Centre for Disease Prevention and Control, 
2010). 
 Nos anos 80, estirpes de K. pneumoniae já expressavam inúmeras 
penicilinases cromossômicas, sendo capazes de captar plasmídeos de 
resistência a múltiplos fármacos conferindo, também, resistência aos 
aminoglicosídeos. Posteriormente, algumas cepas passaram a produzir as β-
lactamases de espectro estendido (ESBLs), principalmente Temoniera (TEMs) 
e variável de Sulfidryl (SHVs) que são ativas contra cefalosporinas de última 
geração. Além disso, começaram a expressar uma variedade de genes que 
conferem resistência a diferentes β-lactâmicos (VARALDO et. al., 1990; 
PODSCHUN and ULLMANN, 1998). Na Europa, 21,7% dos isolados clínicos de 
pacientes com algum tipo de infecção gerada por K. pneumoniae eram ESBL.  
Na América Latina, esse número foi de 42,7% e na América do Norte de 5,8% 
no ano de 2004 (BIEDENBACH et. al., 2004). Na Grécia, em 2013, 60,6% das 
cepas de K. pneumoniae isoladas eram produtoras de Carbapenemases – KPC 
(DAIKOS et. al., 2014). 
 As principais enzimas de importância clínica produzidas por estirpes de 
K. pneumoniae são as betalactamases de espectro estendido (ESBL), 




betalactamases Classe C (AmpC) as quais são capazes de degradar uma 
grande variedade de antimicrobianos amplamente empregados no tratamento 
de infecções graves (MEYER & PICOLI, 2011). Estirpes produtoras dessas 
enzimas têm se disseminado globalmente elevando os custos de tratamentos e 
aumentando as taxas de morbimortalidade (HAWKEY and JONES, 2009). 
 ESBLs são enzimas capazes de degradar a cadeia oximino-
betalactâmico de penicilinas, cefalosporinas e monobactâmicos, exceto 
carbapenêmicos e são inibidas por clavulanato, sulbactam e tazobactam. A 
enzima KPC, a qual confere resistência à totalidade de betalactâmicos mesmo 
àqueles associados a inibidores de betalactamases, embora mais 
frequentemente isolada em Klebsiella pneumoniae, já foi relatada também em 
Enterobacter  sp. e Salmonella sp. (MEYER & PICOLI, 2011). 
 A enzima MBL degrada betalactâmicos com exceção de aztreonam e é 
inibida por ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) e o ácido 2-
mercaptopropionico (2-MPA) (YONG et. al., 2002). A enzima AmpC é capaz de 
hidrolisar betalactâmicos como penicilinas, monobactâmicos e cefalosporinas 
(até as de terceira geração) e tem sido frequentemente encontrada em 
Klebsiella pneumoniae (ROSSY et. al, 2005). 
 Um estudo realizado em 23 cidades italianas mostrou que estipes de 
KPC foram responsáveis pela disseminação epidêmica em Enterobactérias 
resistentes aos carbapenêmicos com uma propagação de estirpes do complexo 
clonal 258. Este complexo clonal está entre as estirpes mais difundidas em 
todo o planeta e trata-se de uma junção entre outras duas estirpes também 
muito conhecidas denominadas ST11 e ST442. Essa estirpe produz enzimas 
Carbapenemases denominadas KPC-2 e KPC-3. Atualmente, são conhecidas 
as enzimas KPCs variando de KPC-2 a KPC-17, sendo KPC-2 e KPC-3 as 
mais comuns dentre a variedade de enzimas KPCs codificadas (GIANI et. al, 
2013). A linhagem ST-258 é um exemplo de K. pneumoniae que transporta 
frequentemente, gene para Carbapenemase além de numerosos outros 
determinantes de resistência antimicrobiana (AMR) adquiridos sendo que esta 
cepa foi responsável por surtos em diversos continentes (PACZOSA and 
MECSAS, 2016). 
 Da mesma forma, as metalo-β-lactamases da classe B (dependentes de 




integron Verona, as imipenases metalo-β-lactamase (IMP) e as metalo–β–
lactamases New Delhi (NDM) são codificadas por plasmídeos sendo facilmente 
expandidas entre as bactérias uma vez que não dependem da proliferação 
clonal. Exemplo disso é a NDM – 1, originada na Ásia e que já se disseminou 
por diversos países no prazo de um ano após ser identificada, inicialmente, na 
Índia (MOLTON et. al, 2013) e as Carbapenemases classe D (Conforme 
Classificação de Ambler), que são expressadas por plasmídeos oxacilinases–
48 (OXA-48) (GRUNDMANN et. al., 2010; TZOUVELEKIS et. al., 2012). 
 Também são relatados casos de isolados clínicos de K. pneumoniae 
resistentes a todos os fármacos disponíveis (ELEMAN et. al., 2009), como a 
cepa Kp1412719 doada à UCB pelo laboratório Central de Brasília (Anexo 1) 
que demonstrou resistência a todos os antimicrobianos testados. 
 O aumento de casos envolvendo Klebsiella pneumoniae com resistência 
múltipla aos fármacos mais uti lizados na terapia antimicrobiana fez com que a 
colistina (polimixina E) fosse reintroduzida no tratamento de infecções por esta 
bactéria. No entanto, casos de cepas resistentes a colistina também já foram 
reportados (LIU et. al., 2015; OLAITAN et. al., 2014a). Este antimicrobiano tem 
sido a última opção terapêutica para o tratamento de infecções por KPC. Desta 
forma, o aumento da incidência de isolados de Klebsiella resistentes a colistina 
estão reduzindo as opções no tratamento de infeções ocasionadas por este 
microrganismo (OLAITAN et. al., 2014b; NATION et. al., 2015). 
 Estudos diversos comprovam que a ocorrência de mutações e perda de 
função do gene mgrB, que é um regulador negativo do sistema de sinalização 
PhoPQ que atua na remodelação do envelope, principalmente, no lipídio “A” 
(LPS) contribui para a resistência bacteriana ao sistema imune inato. O 
Sistema PhoPQ regula a plasticidade do lipídio “A”. A inativação desse gene 
resulta na resistência a colistina aumentando a virulência de Klebsiella 
pneumoniae, diminuindo a susceptibilidade a uma infinidade de peptídeos 
antimicrobianos e atenuando a ativação das respostas de defesa do 
hospedeiro (WRIGHT et. al., 2015), com aumento da virulência (KIDD et. al, 
2017). 
 A resistência de Klebsiella pneumoniae a múltiplos fármacos limita as 
opções de tratamento que impeçam a disseminação de infecções causadas por 




prevenir o aumento de infecções nosocomiais e adquiridas provocadas por esta 
bactéria. Vários fármacos tidos como os mais potentes estão se tornando 
obsoletos e ineficazes contra bactérias Gram-negativas devido à barreira da 
membrana externa (VAARA et. al., 2010).  
1.4. Antimicrobianos e mecanismos de ação   
 
Os seres humanos são expostos frequentemente a uma infinidade de 
microrganismos os quais podem em algum momento, causar infecções quando 
conseguem driblar a ação protetora do sistema imune inato do hospedeiro. 
Dessa forma, surge a necessidade da elaboração de substâncias capazes de 
conter e/ou causar a morte de bactérias e fungos que podem ser danosos ao 
hospedeiro. Os antimicrobianos são compostos provenientes de fontes naturais 
e sintéticas e são capazes de atuarem inibindo o crescimento ou levando à 
bactéria a morte.  
Desde o advento da penicilina em 1928, pelo cientista Alexander 
Flemming, novos fármacos foram sendo criados à medida que os anos 
avançavam. Estes fármacos eram utilizados de forma significativa no combate 
às infecções bacterianas sendo classificados como bactericidas, quando 
causavam a morte da bactéria, ou bacteriostáticos, quando promoviam uma 
inibição do crescimento microbiano (GUIMARÃES et. al., 2010). 
 Existem inúmeros fármacos antimicrobianos disponíveis para a 
comercialização, atualmente. Algumas classes são mais utilizadas e possuem 
maior número de representantes no comércio. As principais classes de 
antimicrobianos conhecidas e uti lizadas na prática clínica são os β-lactâmicos 
(penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos), 
aminoglicosídeos, tetraciclinas, fenicóis, quinolonas, fluorquinolonas, 
sulfonamidas, macrolídeos, lincosamidas, glicopeptídeos, oxazolidinonas, 
clorafenicol, estreptograminas, glicilciclinas, gemifloxacina, daptomicinas e as 
polimixinas (Tabela 1) (GUIMARÃES et al, 2010; ANVISA, 2017).  
 
Tabela 1. Principais classes de antimicrobianos utilizados na prática clínica, 
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As classes de antibacterianos mais prescritos mundialmente pertencem 
a quatro subgrupos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos e 
monobactâmicos (KATZUNG, 2010). Os β-lactâmicos (Figura 5) atuam inibindo 
a síntese da parede celular bacteriana em sua etapa de finalização os quais se 
ligam as proteínas de ligação da penicilina (PBPs), impedindo que sintetizem a 
camada de peptideoglicano, o qual confere rigidez a parede celular destes 
microrganismos. Estes fármacos possuem excelente perfil de segurança para o 
organismo humano, uma vez que atuam especificamente nas PBPs, presentes 
apenas em bactérias (WORTHINGTON and MELANDER, 2013). 
Para este trabalho, daremos ênfase a três classes de antibacterianos 
distintos cujos mecanismos de ação são diferenciados frente à Klebsiella 
pneumoniae. São eles a levofloxacina (quinolona) que atua na Inibição da 
replicação do DNA (ligação às topoisomerases II e IV) das bactérias, amicacina 
(aminoglicosídeo) que inibe a síntese de proteínas, ao ligarem-se à subunidade 
30S do ribossoma bacteriano, impedindo a leitura correta do RNA mensageiro 
e a cefalosporina de 3ª geração, ceftazidime, que atua na inibição da síntese 
da parede celular bacteriana seguida da fixação às proteínas de ligação à 
penicilina (PBPs), resultando na interrupção da biossíntese da parede celular 
(peptideoglicano), que leva à lise e morte da célula bacteriana. A cepa 
selecionada para as análises de combinação de fármacos, Kp2177569, é, 
dentre as bactérias doadas pelo LACEN, a única que apresenta sensibilidade 





























Figuras 5: Classes de antibacterianos mais prescritos mundialmente e seus sub 
grupos (A) Estrutura do anel β-lactâmico e antibióticos que possuem esse anel em sua 
estrutura conformacional, dentre eles as penicilinas (B) e as cefalosporinas (C). 
Imagens reproduzidas de ROSÁRIO and GRUMACH (2006). Figura (D) 





As cefalosporinas são antimicrobianos pertencentes aos β -lactâmicos de 
amplo espectro. Quimicamente se assemelham às penicilinas apresentando o 
ácido 7-aminocefalosporânico (7 – ACA) como núcleo central. É constituída por 
um anel β-lactâmico e outro anel denominado di-hidrotiazina.  
 Obtida a partir de um fungo conhecido por Cephalosporinum 
acremonium, atualmente, denominado Acremonium chrysogenum, todas as 
cefalosporinas em uso clínico são derivadas semi – sintéticas de Ácido 7-
aminocefalosporônico (7-ACA) da cefalosporina C isolada naturalmente. A 







Somente na Dinamarca o uso dessa classe de antimicrobianos varia de 0,2% a 
23,5% do total de fármacos prescritos (European Centre for Disease Prevention 
and Control, 2012). 
Elas são classificadas em gerações, referentes à atividade 
antimicrobiana e características farmacocinéticas e farmacodinâmicas com a 
ordem de desenvolvimento e espectro de ação que ocorre devido alterações na 
cadeia lateral da estrutura química básica das cefalosporinas (NOEL, 2007). 
As cefalosporinas de 1ª geração (cefalexina, cefazolina e cefalotina) são 
muito ativas contra cocos Gram-positivos tais como Staphylococcus sp. e 
Streptococcus sp. Sua atividade contra Gram-negativos é restrita aos bacilos 
das linhagens de Escherichia coli, Klebsiella spp. e Proteus mirabilis. São 
indicadas para patologias como infeções urinárias, faringites, sinusites, 
infeções respiratórias, tonsilites e infecções da pele, provocadas por estas 
bactérias (CASTANHEIRA, 2013; DIAS, 2015). 
As cefalosporinas de 2ª geração possuem atividade ligeiramente 
aumentada contra Gram-negativos do que as cefalosporinas de 1ª geração. No 
entanto, também não apresentam cobertura sobre Enterococos, Estafilococos 
resistentes à meticilina e Pseudomonas aeruginosa. Os principais 
representantes são: cefuroxima, cefoxitina, cefaclor e cefamandol (DIAS, 
2015). Estão indicadas para infecções do trato respiratório, urinário e infecções 
da pele (CASTANHEIRA, 2013).  
As cefalosporinas de 3ª geração incluem as cefalosporinas de amplo 
espectro e são mais potentes contra bacilos Gram-negativos. As principais 
representantes são: cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefoperazona, 
cefixima (AZEVEDO, 2014; CASTANHEIRA, 2013). A cefixima não é 
degradada pelas enzimas β-lactamases e uti lizadas no tratamento de infecções 
graves nosocomiais, infecções respiratórias e urinárias, meningites bacterianas 
por Gram-negativos (CASTANHEIRA, 2013).  
A cefalosporina de 4ª geração possui maior espectro sobre Gram-
negativos que as outras gerações e atua sobre Pseudomonas aeruginosa e 
algumas espécies pertencentes à família Enterobacteriaceae que normalmente 
são resistentes às cefalosporinas de 3ª geração. No entanto, também não é 




vantagem em relação às outras gerações é que esta apresenta elevada 
resistência à maioria das β-lactamases. A representante é a cefepima. Tem 
indicação para o tratamento de infecções nosocomiais graves (INFARMED, 
2012; CASTANHEIRA, 2013). 
As cefalosporinas de 5ª geração têm espectro de ação semelhante ao 
cefepime contra Pseudomonas aeruginosa e é efetiva contra Staphylococcus 
aureus resistente à oxacilina e a maioria das Enterobactérias sendo a 
ceftarolina uma de seus representantes (LOPES, 2012). 
O mecanismo de ação está relacionado à inibição da síntese de um dos 
constituintes da parede celular das bactérias, o peptideoglicano, o qual é 
responsável por manter a integridade da parede bacteriana. Nas Gram-
positivas, o polímero de peptideoglicano encontra-se superficialmente na célula 
permitindo que o composto se ligue mais facilmente as PBP’s e com relação às 
Gram-negativas, o antibiótico deve penetrar através das porinas, localizadas na 
membrana externa da parede celular, e se ligar a receptores proteicos 
bacterianos, denominados PBPs (Penicillin Binding Proteins) ou 
transpeptidases e inativá-las. Assim, impedem a fase final da síntese da parede 
celular (AUTO, 2008).  
O mecanismo de resistência pode ocorrer em função da alteração 
estrutural do sítio de ação (PBP), diminuição da permeabilidade da membrana 





Os aminoglicosídeos são agentes que possuem um grupo amino básico 
e uma unidade de açúcar. O principal representante da classe, a 
estreptomicina, foi isolada em 1944 de Streptomyces griseus um 
microrganismo encontrado no solo. Apresentam atividade melhorada em pH 
em torno de 7,4, levemente alcalino, onde ficam carregados positivamente 
facilitando a interação contra Gram-negativos (PATRICK, 1995). Sua atividade 




impedindo-o seu deslocamento sobre o mRNA e, consequentemente, 
interrompendo a síntese de proteínas microbianas (PATRICK, 1995; 
DURANTE-MANGONI et. al., 2009) ou resultando na produção de proteínas 
defeituosas que ao serem incorporadas na membrana celular, afetam a 
permeabilidade e fazem com que haja um efluxo de moléculas e íons 
essenciais para a bactéria. Fazem parte dessa classe, a gentamicina, 
neomicina, amicacina, netilmicina e estreptomicina (KOTRA, 2000; SHI et. al., 
2013).  
Os aminoglicosídeos possuem grande atividade contra bacilos e cocos 
Gram-negativos aeróbios (Klebsiella spp., Enterobacter spp.) e Gram-positivas 
como Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis apresentando 
efeito sinérgico com β-lactâmicos (WALSH, 2003). São indicados contra 
septicemias, infecções do trato urinário, endocardites, infecções respiratórias, 
infecções intra-abdominais, meningites em recém-nascidos, infecções oculares, 
osteomielites e infecções de articulações (SILVA & CARVALHO, 2007). 
Os mecanismos de resistência bacteriana ligadas aos aminoglicosídeos 
estão relacionados à alteração dos sítios de ligação no ribossomo, alteração na 
permeabilidade e a modificação enzimática do fármaco. Os genes, que 
conferem resistência, podem estar associados a plasmídeos ou em 





Nos anos 60, com a introdução do ácido nalidíxico na prática clínica, as 
primeiras quinolonas começaram a ser uti lizadas. Na década de 80, foi 
acrescido um átomo de flúor na posição 6 do anel quinolônico, surgindo assim 
as fluorquinolonas, com aumento do espectro para os bacilos Gram-negativos 
e boa atividade contra alguns cocos Gram-positivos. Porém, há pouca ou 
nenhuma ação sobre  Streptococcus spp., Enterococus spp. e anaeróbios. Os 
principais representantes são as levofloxacina, gatifloxacina, moxifloxacina e 




O mecanismo de ação deste fármaco está relacionado ao bloqueio da 
síntese do DNA bacteriano ao inibir a topoisomerase IV e a topoisomerase II 
(DNA girase), enzima essencial à replicação e transcrição do DNA bacteriano. 
A inibição do DNA girase impede o relaxamento do DNA, o que é necessário 
para que ocorra a transcrição e replicação normais. Logo, não há síntese 
proteica, o que resulta na morte das bactérias (KATZUNG, 2010). 
 Cepas resistentes mostram alterações na enzima DNA girase, a qual 
passa a não sofrer ação do antimicrobiano. Pode se dar por mutação 
cromossômica dos genes responsáveis pelas enzimas alvo (DNA girase e 
topoisomerase IV) ou por atuação nas porinas, alterando a permeabilidade ao 
fármaco. Há a possibilidade de existir um mecanismo que aumente a retirada 
do interior da célula, como uma bomba de efluxo (GUIMARAES et al., 2010; 
MINARINI, 2008). 
A levofloxacina é um dos representantes dessa classe sendo indicada 
no tratamento de infecções do trato respiratório superior e inferior, trato urinário 
e osteomielite (SOUZA, 2010; ARBEX, 2010). 
O Brasil é o quarto maior país em consumo de medicamentos do mundo, 
e o maior em números de drogarias/ farmácias. A introdução de medicamentos 
genéricos possibilitou que muitos brasileiros tivessem acesso a medicamentos 
de baixo custo e adquiridos em farmácias sem prescrição médica. 
(NOVARETTI; AQUINO; PISCOPO, 2014). 
Um estudo realizado na cidade de Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, 
durante abril de 2014 a março de 2015, demonstrou que os princípios ativos 
mais prescritos, foram das seguintes classes: 21,4% fluorquinolona, 21,2% 
penicilinas, e por princípios ativos mais prescritos foram: azitromicina 500mg 
com 7.826 caixas vendidas, cefalexina 500mg com 5.256 caixas, ciprofloxacina 
500mg com 4.662 caixas, amoxicilina 500mg com 4.596 caixas e norfloxacina 
400mg com 3.507 caixas vendidas (PESCADOR; SPADA, 2015).  
O uso adequado de antibióticos diminui a taxa de resistência bacteriana, 
conforme estudo realizado no Hospital Universitário de Sergipe, no período de 
janeiro a agosto de 2013, através da análise de 274 formulários de solicitação 
de antibióticos. Este estudo relata que 91,2% dos casos de uso de antibiótico 
foram de forma empírica e a classe de antimicrobianos mais utilizados foi a das 




Na cidade de Sorocaba, São Paulo, no ano de 2006, um estudo 
constatou que crianças de zero a dez anos, correspondiam ao principal público 
na utilização de antibióticos, fato este relacionado a um sistema imunológico 
imaturo. Outro fator preponderante é o grande contato entre as crianças em 
creches e parques de diversão, o que possibilitaria a disseminação de agentes 
patogênicos (SÁ DEL FIOL et. al., 2010). 
1.5. Peptídeos Antimicrobianos como alternativa farmacológica 
  
 Nas últimas décadas foi possível observar um aumento considerável do 
número de infecções causadas por microrganismos que demonstram alta 
resistência aos fármacos mais utilizados na prática clínica, reduzindo as 
opções terapêuticas e, consequentemente, dificultando a recuperação do 
paciente. O desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos a partir de 
peptídeos antimicrobianos (AMPs) pode ser uma opção viável. Os AMPs são 
moléculas fundamentais na imunidade inata, sendo denominados peptídeos de 
defesa do hospedeiro (OLIVEIRA & LACERDA, 2014). 
 Há evidências de que as sequências gênicas que codificam para a 
síntese dos peptídeos se mantiveram intactas ao longo da evolução dos seres 
vivos, com expressão em níveis basais e transcrição ocorrendo possivelmente 
em virtude do contato ou exposição à patógenos (MITH et. al, 2015). 
 Possuem uma variedade imensa de sequências de aminoácidos, 
estruturas e conformação sendo estas características consideradas 
facilitadoras e relevantes para a criação de novos antimicrobianos, como 
também a possibilidade de serem utilizadas em sinergismo com outros 
fármacos de uso convencionais, e capazes de neutralizar endotoxinas, atuando 
como moléculas sinalizadoras dificultando o desenvolvimento da resistência 
microbiana. Além disso, os AMPs são vantajosos por serem encontrados em 
todos os organismos multicelulares, podendo ser isolados de insetos, 
artrópodes, plantas, bactérias e fungos, anfíbios, entre tantos outros seres 
vivos e não vivos facilitando a sua obtenção (OLIVEIRA & LACERDA, 2014). 
 Além disso, para aqueles que não necessitam de processos pós-
traducionais, a síntese química de peptídeos pode ser realizada com o objetivo 




massa molecular (ate 50 Kda), sendo a grande maioria anfipáticos e catiônicos 
podendo apresentar espectro amplo de atividade antimicrobiana, além de atuar 
no sistema imune (ESPAND e VOGEL, 1999). 
O modo de ação dos AMPs está relacionado principalmente em função 
da interação dos peptídeos com a membrana alvo, através de rupturas ou 
permeabilização e, dessa forma, podem atuar nos constituintes celulares 
internos efetuando a inibição da síntese do DNA/RNA e de proteínas 
(OLIVEIRA & LACERDA, 2014).  
Há uma relação estritamente direta entre a atividade dos peptídeos 
antimicrobianos (PAMs) com a sequência e a composição de resíduos de 
aminoácidos assim como a estrutura e as características físico químicas das 
moléculas como a carga líquida total, e percentual de hidrofobicidade 
(NGUYEN et. al., 2011), principalmente no que se refere a interação dessas 
moléculas com as membranas dos microrganismos, quanto a neutralização ou 
interferência em alvos intracelulares (SCOCCHI et. al., 2016). 
 Dessa forma, os peptídeos antimicrobianos possuem uma gama de 
atividade contra uma série de patógenos (BROGEDEN, 2005). Suas 
propriedades catiônicas e hidrofóbicas permitem que estes participem da 
imunidade inata reconhecendo e inativando microrganismos aniônicos (WANG, 
et al., 2014).  
 Na membrana bacteriana podem ultrapassar a membrana interna e 
externa de maneira letal levando ao rompimento da membrana os quais podem 
ser denominados de modelos carpete, barril e poro toroidal. Esta interação do 
peptídeo na membrana leva a formação de poros e, consequentemente a 
perda do potencial elétrico devido a movimentação de íons (WANG et. al., 
2014).  
 Para muitas dessas moléculas o que contribui para sua atividade são o 
fato de possuírem carga líquida, maior parte positiva, possuírem tanto resíduos 
hidrofóbicos quanto hidrofílicos que permitem sua solubilização em meio 
aquoso e com a possibilidade de atravessarem as membranas hidrofóbicas. 
 Essas características privilegiam a interação com as membranas 




dos mamíferos, diminuindo a possibilidade de efeitos tóxicos dessas moléculas 
(LOHNER, 2009). 
 A carga catiônica dos peptídeos pode motivar sua atração pelas 
superfícies das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As bactérias 
Gram-positivas possuem paredes porosas e os peptídeos podem facilmente 
atravessá-las. Segundo Anunthawan e colaboradores (2015), no caso da 
membrana externa de bactérias Gram-negativas, as mesmas são atravessadas 
por peptídeos devido ao mecanismo de troca de cargas competindo por Ca²+ e 
Mg²+ (ligados ao LPS) tendo, assim, acesso à parede e a membrana, além de 
acesso aos componentes intracelulares (ANUNTHAWAN et. al., 2015). 
 Os PAMs são capazes de causar rupturas e desorganizar a membrana 
plasmática sendo capazes de formar poros, em estruturas na forma de barris 
se atingirem concentrações que permitam esse tipo de formação, a elaboração 
de estruturas micelares denominado modelo carpete e a formação de poros 
toroidais que se dá quando uma mesma concentração de PAMs se intercalam 
na membrana de forma mais desorganizada que aquela proposta no modelo 
barril (Figura 6) (ARIAS e MURRAY, 2009). 
 A figura abaixo exemplifica resumidamente os modelos propostos para 





Figura 6: Figura representa o modo de interação dos peptídeos antimicrobianos com 
as membranas celulares. Adaptado de NGUYEN et. al., 2011. 
 Também é possível que os PAMs favoreçam a atração de fosfolipídios 
carregados para regiões menos espessas e mais frágeis da membrana 
tornando-a mais delgada. Outro modo de ação pode ser a atividade dos 
peptídeos em favorecer a oxidação de lipídios por intermédio da geração de 
espécies intermediárias de oxigênio e atraírem ânions que possam afetar o 
potencial da membrana e, consequentemente, diminuir, a permeabilidade 
dessas estruturas de várias moléculas, dificultando o metabolismo celular 
(NGUYEN et. al., 2011). Outros alvos para ação dos peptídeos antimicrobianos 
envolvem alvos para a síntese de DNA e de proteínas, assim como 
enovelamento proteico, atividade enzimática e síntese da parede celular 
(JENSSEN et. al., 2006).  
 Recentemente, alguns autores tem sugerido que os PAMs atuam 
interferindo sobremaneira no metabolismo celular, podendo conduzir à morte 
da célula a partir de possíveis interações com os genes promotores e 
sequências codantes, sendo possível que interfiram na síntese enzimática e 




Outra característica importante é a capacidade de alguns PAMs 
constituírem um grupo de moléculas capazes de serem empregadas na 
imunoterapia, definida como a modalidade terapêutica que utiliza ou aumenta a 
resposta imune do hospedeiro como estratégia para evitar o dano tecidual 
causado por agentes agressores (DATTA and HAMAH, 2015). 
Entretanto, conforme exposto anteriormente, os peptídeos possuem 
várias vantagens, mas, no entanto, há algumas características que dificultam a 
criação de novos fármacos, como por exemplo, a de serem expressos em 
sistemas procarióticos segundo sua sequência de resíduos de aminoácidos, a 
presença de atividade hemolítica e instabilidade proteolítica apresentada por 
alguns, bem como a possível inibição da atividade antimicrobiana dos AMPs ao 
entrarem em contato com o sal dos fluidos corporais do hospedeiro (OLIVEIRA 
& LACERDA, 2014). 
 Estas moléculas têm sido descritas em todos os organismos vivos 
estudados, incluindo bactérias, fungos, insetos, anfíbios, répteis, peixes, aves, 
mamíferos e plantas (ZASLOFF, 2002; PASUPULETI et. al., 2012). Devido ao 
constante contato com diversos organismos, os artrópodes desenvolveram em 
seu sistema imune inato peptídeos antimicrobianos capazes de destruir 
imediatamente uma variedade de patógenos (NENTWIG, 2003). 
O peptídeo Synoeca - MP, utilizado neste projeto, foi extraído da 
peçonha da vespa Synoeca surinama purificado e caracterizado por Freire 
(2014). Este possui massa molecular de 1594.8 Da sendo composto por 14 
resíduos de aminoácidos (INWLKLGKKIIASL-NH2). Ensaios preliminares 
antimicrobianos contra cepas de Escherichia coli ATCC 25922 e 
Staphylococous aureus ATCC 29213 apresentaram concentrações mínimas 
inibitórias (MIC – minumum inhibitory concentration) de 25 μg.mL-1e 12.5 
μg.mL-1, respectivamente. Em ensaios posteriores, a atividade antimicrobiana 
do peptídeo sintético foi avaliada novamente contra cepas bacterianas 
resistentes e sensíveis a antibióticos e demonstrou efetividade antimicrobiana 
contra S. aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Pseudomonas 
aeruginosa com a concentração inibitória mínima variando de 1.24 μM.mL-1a 
17.8 μM.mL-1. No caso especifico de cepas de casos clínicos multirresistentes 




(2014), o peptídeo apresenta atividade hemolítica somente em doses 17 vezes 
maiores que as efetivas como antimicrobianos, mostrando características para 
ser utilizado em projetos de aplicações biotecnológicas. 
 Outro peptídeo antimicrobiano sintético quem vem sendo largamente 
estudado é o IDR-1018 (Innate Defense Regulator) por se trata-se de um 
peptídeo catiônico que possui 12 resíduos de aminoácidos (VRLIVAVRIWRR) e 
massa molecular de 1536,9 Da com importante atividade antimicrobiana e, 
principalmente imunomodulatória. O IDR 1018 foi  desenhado a partir de 
deleções do peptídeo Bac2A que é um derivado linear de uma bactericina do 
tipo catelicidina encontrada em neutrófilos de bovinos. O IDR-1018 atua de 
sobremaneira sobre macrófagos estimulando a produção de quimiocinas bem 
como o recrutamento de células imunes (RIVAS-SANTIAGO et. al., 2013). 
Diferentemente do Syoeca-MP, IDR-1018 atua sobremaneira recrutando 
células de defesa para os locais da infecção auxi liando na destruição de 
patógenos. 
 A atividade antimicrobiana do IDR-1018 é relativamente modesta contra 
alguns microrganismos como, por exemplo, Mycobacterium tuberculosis, 
contudo, possui funções imunomoduladoras influentes na eliminação de 
diversas infecções em modelos animais sendo estreitamente relevante no 
combate a infeções (RIVAS-SANTIAGO et. al., 2013). Além disso, esse 
peptídeo protege contra muitos tipos de infecções bacterianas em modelos 
animais através de modulação favorável da imunidade inata (SCOTT et. al., 
2007). 
 Segundo relatos de Hyonmim Choe e colaboradores (2015) durante uma 
infecção bacteriana, o peptídeo atua sobre macrófagos visando o 
desencadeamento de super produção de citocinas e quimiocinas pró-
inflamatórias. Num estudo in vivo realizado em modelo de implantes 
ortopédicos em camundongos, os pesquisadores constataram uma redução da 
infeção por Staphylococcus aureus e ao mesmo tempo proteção dos implantes 
da falta de osseointegração concluindo-se que IDR-1018 foi capaz de aumentar 
o recrutamento de macrófagos para o local da infeção em 40%, acelerando a 
eliminação do microrganismo. Os efeitos imunomoduladores in vivo de IDR-




citocinas, quimiocinas e recrutamento de macrófagos. Ou seja, IDR-1018 foi 
capaz de proteger os implantes da falta de osseointegração causadas pela 
infecção por S. aureus no modelo murino (HYONMIN CHOE et. al., 2015). 
 Num estudo que tratava lesões cerebrais em neonatos, IDR-1018 
mostrou aplicabilidade clínica a medida que conferiu neuroproteção com 
apenas uma dosagem tendo, in vivo, efeitos benéficos sobre o cérebro de 
murinos em desenvolvimento, desencadeando genes que conduzem respostas 
inflamatórias através de mediadores neuroprotetores concluindo-se que este 
peptídeo é capaz de proteger contra a neuroinflamação , ou seja, ele modula a 
resposta inflamatória enquanto a cicatrização de feridas é melhorada podendo 
ser considerado um agente neuroprotetor promissor em recém-nascidos com 
lesão cerebral (BOLOURI et. al., 2014). 
 O sinergismo entre diferentes peptídeos têm se mostrado uma 
abordagem racional para o controle de infecções bacterianas (LUDERS et. al., 
2003; ZHANG, J. et. al., 2009). Esta estratégia pode resolver o problema da 
dose a ser administrada, pois os efeitos da combinação dos antibióticos na 
maioria das vezes são maiores que a soma dos efeitos dos compostos 
individuais, além da utilização de peptídeos com funções diferentes.  
Apesar dos elevados custos para isolamento e síntese química, essas 
moléculas têm despertado o interesse das indústrias farmacêuticas e 
pesquisadores em diversas partes do mundo e o uso destas moléculas como 
antimicrobiano apresenta-se como uma alternativa terapêutica promissora e a 
sua utilização para o controle de doenças bacterianas ou fúngicas ainda é 
tímida constituindo-se, de certa forma, como um desafio a comunidade 
científica sendo os dados encontrados na literatura ainda pouco frequentes 
(DATTA and HAMAH, 2015).  
 De acordo com Maria-Neto et. al, (2015), a resistência dos PAMs aos 
microrganismos não pode ser descartada. Embora seja pouco mencionada, 
quando comparada aos fármacos de uso rotineiro. A literatura traz relato de 
bactérias que podem tornar-se resistentes aos PAMs por características 
intrínsecas ou adquiridas. Os microrganismos podem alterar a composição 
lipídica da membrana celular, além da produção de enzimas que podem atuar 






 As infecções bacterianas sistêmicas oportunistas, como as causadas por 
cepas de Klebsiella pneumoniae que apresentam resistência aos mais diversos 
fármacos, constituem-se num problema de saúde pública à medida que 
aumentam o tempo de internação dos pacientes e, consequentemente, os 
custos do tratamento. Klebsiella pneumoniae está relacionada, etiologicamente, 
a infecções graves e surtos nosocomiais sendo responsável pelo aumento da 
morbidade e mortalidade de pessoas infectadas. A resistência intrínseca e 
adquirida à grande parte das classes de antimicrobianos conhecidos tem 
comprometido a terapêutica das doenças microbianas. A descoberta de novas 
substâncias capazes de inibir a rápida proliferação deste microrganismo é 
imprescindível. O peptídeo Synoeca—MP, isolado e caracterizado por Freire 
(2014) a partir da vespa social Synoeca surinama demonstrou grande eficácia 
quando testado preliminarmente frente a bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, mostrando-se também eficaz na eliminação de microrganismos 
resistentes. Adicionalmente, o peptídeo IDR-1018, demonstrou grande 
potencial imunomodulatório e atividade antimicrobiana contra Cândida albicans 
em estudos anteriores (FREITAS, 2018). A combinação de antibióticos pode 
ser uma excelente alternativa à medida que reduz de forma significativa a dose 
utilizada no tratamento bem como da toxicidade de alguns fármacos como 
aminoglicosídeos e polimixina E (LORIAN, 2006). O uso dos PAMs em 
combinação com diferentes classes de antimicrobianos desperta interesse 
dado à ampla capacidade de atuarem contra um grande espectro de 
microrganismos resistentes aos antibióticos, principalmente os empregados na 
prática clínica, ampliando as possibilidades terapêuticas e reduzindo os efeitos 









 3.1. Geral 
 
 Avaliar, in vitro, a capacidade antimicrobiana dos peptídeos IDR - 
1018 e Synoeca - MP de inibirem, isoladamente e em 
combinação, o crescimento de estirpes de Klebsiella pneumoniae 
bem como avaliar a capacidade, in vivo, de Synoeca - MP de 
controlar a infecção sistêmica provocada pela cepa 
multirresistente de Klebsiella pneumoniae (Kp1410503). 
 
 3.2.  Específicos 
 
 Caracterização molecular por PCR multiplex das cepas de 
Klebsiella pneumoniae selecionadas para a presença de genes 
que codificam carbapenemases (blaKPC).  
 Realizar a curva de crescimento de quatro isolados clínicos de 
Klebsiella pneumoniae. 
 Determinar a concentração mínima inibitória (CIM) e bactericida 
mínima (CBM) dos peptídeos Synoeca-MP e IDR-1018 contra 
quatro  cepas de Klebsiella pneumoniae com resistência múltipla. 
 Determinar, in vitro, a concentração mínima inibitória (CIM) dos 
antimicrobianos amicacina (aminoglicosídeo), levofloxacina 
(quinolona) e ceftazidime (cefalosporinas de 3ª geração) contra a 
cepa Kp2177569 de Klebsiella pneumoniae. 
 Realizar teste de combinação de fármacos para caracterização da 
interação entre amicacina, levofloxacina e ceftazidime com o 





 Avaliar, utilizando modelo murino, diferentes doses do peptídeo 
Synoeca-MP quanto a capacidade de controlar a infecção 
























4.0. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 4.1. Bactérias utilizadas no estudo 
 
 Um total de 96 cepas de Klebsiella pneumoniae isoladas de pacientes 
procedentes do Hospital de Base de Brasília nos anos de 2010 a 2012 foram 
doadas pelo Laboratório Central de Brasília – LACEN a Universidade Católica 
de Brasília (UCB). As bactérias foram analisadas com relação a sua resistência 
contra antibióticos pertencentes às classes dos betalactâmicos (penicilinas, 
cefalosporinas, carbapenêmicos e monobactâmicos), macrolídeos, 
sulfonamidas, tetraciclinas, glicopeptídeos, glicilciclinas e quinolonas. Das 96 
amostras doadas ao CAPB, foram selecionadas as cepas com base no perfil de 
resistência, ou seja, as que demonstraram maior resistência frente aos 24 
fármacos testados previamente. Estas estirpes denominadas Kp1410503; 
Kp1536816; Kp2016295 e Kp2177569 (ANEXO 1) foram selecionadas para os 
ensaios, in vitro e in vivo a serem realizados posteriormente tais como definição 
da concentração mínima inibitória (CIM), combinação de fármacos e dose de 
peptídeo a ser utilizada nos ensaios in vivo. 
 
 4.2. Detecção molecular de genes carbapenemases 
 
 Para caracterização molecular das cepas selecionadas para o estudo foi 
realizado um PCR (YIGIT et. al., 2001; JAMES, 2010) com o objetivo, de 
detectar genes que codificam as enzimas carbapenemases (blaKPC). Para a 
obtenção de DNA das cepas, uma colônia de cada isolado clínico foi inoculada 
em 500µL de água deionizada (Milli-Q® System, Millipore, Bedford, MA) e 
fervida por 15 minutos. Como controle negativo nos ensaios, uti lizou-se uma 
estirpe KPC negativa de Klebsiella pneumoniae (ATCC13883). Os reagentes e 







Tabela 02: Reagentes e as concentrações utilizadas no mix da reação de PCR para a 
amplificação das sequencias de carbapenemases. 
Reagente Concentração final 
10X High Fidelity Buffer  (Invitrogen) 
600 mM Tris-SO4 (pH 8.9), 
180 mM (NH4) 2SO4 
MgCl2(Invitrogen) 2mM 
dNTPs 160 M 
Primer Forward 200 nM 
Primer Reverse 200 nM 
Platinum™ Taq DNA Polymerase 
High Fidelity (Invitrogen) 
5 U/L 
DNA molde 1ng/L 
Volume final 20 L 
 
 Os primers utilizados estão descritos na Tabela 3 (YIGIT, 2001). O mix 
foi desnaturado por 2 minutos a 95C em um termociclador (MJ thermalcycler - 
EUA), e o DNA foi amplificado após 35 ciclos (95C por 30 segundos, 55C por 
30 segundos e 72C por 15 segundos) com um ciclo final de 5 minutos a 72C. 
Posteriormente foi preparado um gel de agarose 1,5% (p/v) e corado com 
Brometo de Etídio para checagem do tamanho dos fragmentos obtidos. Cada 
tubo de PCR continha 20µL de mistura de reação. 
 
Tabela 03. Gene e sequencia dos primers a serem amplificados na reação de PCR. 
Sequência dos primers Forward (KPCF) e Reverse (KPCR). 
Gene Primers Sequencia (5’-3’) 






 4.3. Curva de crescimento das cepas multirresistentes de Klebsiella 
pneumoniae 
 
 Para uma melhor determinação dos MICs dos peptídeos e dos 
antibióticos comerciais foi realizado, para cada uma das cepas de Klebsiella 
pneumoniae utilizadas neste trabalho (Kp1410503; Kp1536816; Kp2016295 e 
Kp2177569), a curva de crescimento microbiano.  
 Inicialmente, um pré inóculo de uma das cepas doadas e triadas para os 
testes foi preparado a partir do isolamento de uma colônia que, posteriormente, 
foi inoculada em meio LB (Luria – Bertani [Invitrogen, EUA]) sólido e mantida a 
37°C, em estufa bacteriológica, para crescimento das estirpes. Posteriormente, 
uma colônia isolada do pré inóculo foi transferida para um tubo de polipropileno 
de fundo cônico com capacidade total de 50 mL contendo 10 mL de meio LB 
líquido (10g de triptona, 5g de extrato de levedura e 10g de NaCl para 1L de 
água destilada, pH 7.0). O pré inóculo foi incubado por 18 horas, a 37⁰C e 220 
rpm em skaker orbital. Deste inóculo, uma alíquota de 50 µL da cepa foi 
transferido para outro tubo de polipropileno de 50 mL contendo 5mL de meio 
LB líquido e incubada sob as mesmas condições acima. 
 A cada 30 minutos, e durante 12 horas, foram retiradas alíquotas de 100 
μL da cultura para leitura da densidade óptica (OD) no espectrofotômetro 
(BioTek PowerWaver, HT, EUA)  utilizando uma placa de 96 poços, a 595nm, 
para posterior construção da curva de crescimento. Para a contagem do 
número de Unidades Formadoras de Colônias (UFCs), 100 μL do cultivo 
bacteriano foram diluídos em série em solução salina a 0,09% (NaCL) e Tween 
20% estéril e dispostos em microtubos tipo Eppendorf contendo cada um deles 
900 µL da solução. 
 Foi utilizada a técnica de microgotas para contagem de células 
bacterianas viáveis em uma suspensão (ROMEIRO, S. R., 2009), onde 2μL de 
cada diluição (18 diluições seriadas) foram plaqueados em triplicata, em placas 
com meio LB ágar, e incubadas por até 24 horas, a 37⁰C em estufa 
bacteriológica. Após este período, foram contadas as Unidades Formadoras de 




tempo, os valores foram correlacionados e a curva de crescimento microbiana 
para cada cepa construída. 
 4.4. Peptídeos sintéticos Synoeca - MP e IDR - 1018: obtenção, 
análise da pureza, quantificação e armazenamento. 
 
 Os peptídeos Synoeca - MP e IDR - 1018 foram sintetizados pela 
Aminotech Indústria e Comércio Ltda (Campinas-Brasil) através de um 
protocolo de síntese química, de acordo com a metodologia em fase sólida 
Fmoc (uso de 9-fluorenilmetoxicarbonila como protetor do grupo amino), 
purificados (> 95%), liofilizados e armazenados a -20° C. 
 A pureza e a massa de cada peptídeo foram avaliadas por 
espectrometria de massas Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - Time 
of Flight (MaldiToF). Cada peptídeo foi di luído em água ultrapura e analisados 
numa matriz (ácido saturado α-ciano-4-hidroxicinâmico, preparada com 50 μL 
de ácido trifluoroacético à 3%, acetonitrila 100% e 200 μL de água ultrapura) 
numa proporção 1:3. A amostra foi depositada em triplicata na placa 
(Anchorchip – Var 384) e mantida a temperatura ambiente por 
aproximadamente 05 minutos até sua total cristalização. A massa molecular foi 
determinada por Maldi-ToF Ultra Flex III (Bruker Daltonics, Billerica, MA) e a 
massa monoisotópica obtida por Peptide Calibration Standard II para 
espectrometria de massas (Bruker Daltonics, Billeria, MA) a partir do modo de 
operação refletivo e positivo com calibração externa. 
 Para a realização dos experimentos, cada peptídeo foi diluído em água 
ultrapura autoclavada e quantificado pela absorção UV a 205, 215 e 225nm, 
utilizando a fórmula de concentração (MURPHY et. al., 1960): 
 
         A= (225nm -215nm) x 0,144 = 
                                      B= 205nm x 0,31 = 
                                     (A+B)/2 = [ ] mg.mL⁻¹ 
 
 Após quantificados, os mesmos foram aliquotados numa concentração 





 4.5. Antimicrobianos amicacina, levofloxacina e ceftazidime: 
obtenção, preparo e armazenamento. 
 
O antibiótico amicacina utilizado neste estudo foi cedido pela farmácia 
do Hospital de Base de Brasília ao CAPB. O antibiótico apresentava -se em 
ampola na forma líquida, sendo restrito à ambiente hospitalar contendo 50 
mg.mL⁻¹ de cloridrato de amicacina , produzido pelo laboratório Teuto. Para os 
bioensaios, foram preparadas alíquotas numa concentração de 128 µg.mL⁻¹ e 
armazenadas, posteriormente, a -80° Celsius. 
 O antibiótico ceftazidime (cefalosporina de 3° geração, pentaidratada) 
também foi cedido pela farmácia do Hospital de Base de Brasília em frascos 
contendo 1g. Este foi diluído em água ultrapura autoclavada, aliquotado na 
concentração de 128 µg.mL⁻¹ e armazenado a -80° Celsius. 
 Por fim, o antibiótico levofloxacina (quinolona), foi adquirido na 
Farmácia do Hospital São Mateus, Cruzeiro – DF, em forma de solução 
injetável com 100 mL de levofloxacina (5mg.mL) produzido pelo Laboratório 
Cristália, Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda. As alíquotas foram 
preparadas numa concentração de 128 µg.mL⁻¹ e inseridas em microtubos de 
200µL envoltos por papel alumínio, e armazenados a -80° Celsius até os 
experimentos. O preparo e aliquotagem de todos os antibióticos foram 
realizados em fluxo laminar com as luzes desligadas conforme orientação do 
fabricante para evitar degradação e, consequentemente, perca da qualidade do 
produto. 
 
 4.6. Avaliação, in vitro, da atividade antimicrobiana dos peptídeos 
Synoeca - MP e IDR - 1018 contra cepas clínicas de K. pneumoniae. 
 
Experimentos para a determinação da concentração inibitória mínima 
(CIM) dos peptídeos foram realizados contra as cepas de Klebsiella 
pneumoniae Kp1410503, Kp1536816, Kp2016295 e Kp2177569 seguindo as 
normas padronizadas pelo protocolo de bioensaio de inibição por microdiluição 
em caldo estabelecido pela Clinical And Laboratory Standards Institute – CLSI, 




inoculada em 10 mL de meio LB líquido e incubadas por 18 horas, a 37⁰C, 220 
rpm, em Shaker orbital. Embora a recomendação do CLSI seja a da utilização 
do meio Müeller Hintor nos ensaios com microrganismos, durante nossos 
experimentos percebemos que os microrganismos cresciam bem em Lúria 
Berani (LB) e os sais presentes no meio não interferiam nos resultados. Dessa 
forma, optamos em dar prosseguimento aos bioensaios utilizando meio LB. 
Desse inoculo, uma alíquota de 50 μL foi transferida para um tubo de 
polipropileno de fundo cônico de 50 mL contendo 4950 μL de meio LB líquido e 
incubada até que a absorbância atingisse 0,6 a 595nm. A leitura foi realizada 
no espectrofotômetro (BioTek PowerWaver, HT, EUA) uti lizando uma alíquota 
de 100µL do inóculo disposto num poço da placa de Elisa.  
Os bioensaios antibacterianos foram realizados em meio LB líquido, com 
o inóculo em fase logarítmica utilizando uma concentração de 5x10⁴ UFC por 
poço. Para determinação da concentração inibitória mínima, avaliou-se 
concentrações dos peptídeos que variaram de 128 a 01 μg.mL⁻¹. Além dos 
grupos com diferentes concentrações dos peptídeos, fizeram parte do 
experimento o grupo controle positivo (100% de inibição da bactéria) no qual foi 
utilizado o antibiótico amicacina na concentração de 64 μg.mL⁻¹ e o grupo 
controle negativo onde 5x10⁴ UFC foram adicionadas ao meio de cultura LB e 
para o qual esperava-se 100% de crescimento bacteriano.  
Para determinação do percentual de inibição, os testes foram realizados 
em triplicata técnica e biológica. A CIM foi estimada a partir do crescimento 
microbiano nos pontos da metade da fase logarítmica comparados com o 
controle positivo. Para a avaliação da atividade bactericida ou bacteriostática 
de cada peptídeo, ao final do experimento, 2μL da solução contida em cada 
poço da placa com as diferentes concentrações dos peptídeos testados, foram 
inoculadas em triplicata, em meio LB sólido e incubadas por 24 horas a 37⁰C 
em estufa bacteriológica. Dessa forma, não havendo crescimento de nenhuma 
colônia do microrganismo considera-se que houve efeito bactericida, ou seja, o 
peptídeo foi capaz de causar a morte de todas as bactérias. Caso ocorra 
crescimento na placa de alguma colônia, considera-se que o peptídeo tem 
atividade bacteriostática, ou seja, havia crescimento bacteriano mesmo não 




O teste de MBC (Concentração Bactericida Mínima) é de extrema 
importância uma vez que a metodologia aqui utilizada não determina se o 
peptídeo é bactericida ou bacteriostático, Por essa razão, é importante a 
confirmação em meio sólido onde será possível averiguar com precisão a 
morte ou não dos microrganismos. A técnica de MBC é simples e os resultados 
são obtidos em até 24 horas.  
 4.7. Definição da concentração inibitória mínima (CIM) dos 
antibióticos amicacina, ceftazidime e levofloxacina contra Klebsiella 
pneumoniae. 
  
A concentração mínima inibitória seguiu as normas estabelecidas no 
protocolo de ensaio de inibição por microdiluição em caldo estabelecido pela 
Clinical And Laboratory Standards Institute – CLSI, norma M07-A9 (2012), com 
adaptações. Cada antibiótico foi testado, separadamente, somente contra a 
cepa Kp2177569, por ser a única que apresentou em experimentos prévios, 
sensibilidade aos três fármacos. As concentrações testadas de cada 
antimicrobiano variaram de 128 a 0,125 µg.mL-¹. Os ensaios foram realizados 
em triplicata técnica e biológica em placa de Elisa de 96 poços, incubadas por 
24 horas, a 37° Celsius com leituras efetuadas a cada trinta minutos em leitor 
de microplacas (BioTek PowerWaver, HT, EUA). Após o período de incubação, 
2µL de cada poço da placa de Elisa foram inoculados em meio LB ágar e 
deixados em estufa bacteriológica por 24 horas para confirmação da atividade 
bactericida ou bacteriostática de cada fármaco. 
 4.8. Avaliação da atividade combinada de fármacos – Cheker-Board 
(Tabuleiro de Xadrez). 
 
 Para analisar se ocorreria algum tipo de interação (sinérgica, aditiva, 
antagônica, indiferente) entre os peptídeos combinados entre si e de Synoeca -
MP com cada um dos três antibióticos, foi realizado o bioensaio de combinação 
de fármacos utilizando a técnica denominada técnica tabuleiro de xadrez 
preconizada por Moody (1992).  Os peptídeos Synoeca - MP e IDR - 1018 




quantificados utilizando a fórmula de concentração de MURPHY et. al., (1960), 
aliquotados e armazenados a -20ºC até os experimentos. Para os ensaios, as 
alíquotas dos antimicrobianos foram preparadas em concentrações que 
representavam o dobro do MIC encontrado sendo 64 µg.mL-¹  para Synoeca - 
MP (MIC 32 µg.mL-¹), 128 µg.mL-¹ para IDR - 1018 (MIC 64 µg.mL-¹), 128 
µg.mL-¹  para amicacina (MIC 64 µg.mL-¹), 32 µg.mL-¹ para ceftazidime (MIC 
16 µg.mL-¹) e 16 µg.mL-¹  para levofloxacina (MIC 08 µg. mL-¹). 
  Os testes de susceptibilidade foram realizados pelo método de 
Microdiluição baseado nas orientações do CLSI (Clinical and Laboratory 
Standards Institute, 2012). Cada concentração sofreu diluições seriadas 
partindo-se do dobro do MIC. O experimento foi realizado em placas de Elisa 
de 96 poços, para cada combinação de fármacos onde foram adicionados os 
antibióticos nas concentrações descritas anteriormente, acrescido de água 
ultrapura e da suspensão bacteriana de K. pneumoniae Kp2177569, com 
aproximadamente 5x104 UFC.mL-1 e volume final de cada poço ajustado para 
200 µL com o meio LB líquido. Um dos antimicrobianos é disposto nos poços 
na vertical (Concentração do fármaco aumenta de baixo para cima) e o outro 
antimicrobiano é pipetado na posição horizontal (Concentração aumenta da 
esquerda para direita) de modo que todas as concentrações de cada 
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Antimicrobiano 2 – Synoeca - MP 
Figura 07: Representação esquemática da placa de Elisa de 96 poços para avaliar o efeito antimicrobiano dos fármacos em combinação 
e em diferentes concentrações pela Técnica Checker-board. Como controle do meio de cultura foi usado somente meio LB; no controle 
negativo meio LB mais 5x104 UFC.mL¹ e no controle positivo 64µg.mL-¹ de amicacina, meio LB e 5x104 UFC.mL-¹. Ex: Levofloxacina + 
Synoeca – MP contra Klebsiella pneumoniae Kp2177569. 









 O crescimento bacteriano foi observado após incubação da microplaca a 
37°C, por 24h, sob agitação constante e leitura de densidade óptica de 
595nm, com leituras a cada 30 minutos em leitor de microplacas (BioTek 
PowerWaver, HT, EUA). As combinações dos antimicrobianos foram testadas 
em três ensaios independentes.  O índice de concentração inibitória fracional 
(FICI – Fractional inhibitory concentration index) foi calculado de acordo com a 
equação abaixo: (HALL et. al., 1983; FERNÁNDEZ CUENCA et. al., 2003; 
ORHAN et. al., 2005). 
FICI= MIC 1 em combinação com 2 + MIC 2 em combinação com 1 
                              MIC de 1                                  MIC de 2  
 
O FICI foi interpretado da seguinte forma: 
 
 FICI ≤ 0,5: sinergismo; 
 FICI > 0,5 e <1,0: Aditiva; 
 FICI >1,0 e ≤ 4: indiferente; 
 FICI ≥ 4: antagonismo. 
 
5. Experimentação in vivo – Modelo de infecção generalizada (septicemia) 
 
 5.1. Considerações éticas 
 
 A experimentação in vivo foi executada no Biotério da Universidade 
Católica de Brasília e cujo projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 
Experimentação animal sob o número de protocolo 035/15. Todo o experimento 
foi realizado buscando amenizar o sofrimento dos camundongos respeitando-
se todas as orientações contidas na legislação vigente quanto ao uso de 
animais em pesquisas. 
 





 Camundongos da linhagem C57BL/6, machos, entre 6 e 8 semanas 
foram selecionados para a realização deste estudo. Os mesmos foram 
provenientes do Biotério da Universidade Católica de Brasília e durante o 
estudo foram mantidos em ambiente com temperatura constante de 22ºC, 
regime de 12 horas claro/12 escuro, alimentação e água ad libitum. Os animais 
foram separados em grupos de 5 camundongos e dispostos em gaiolas 
apropriadas forradas com maravalha.   
 
 5.3. Preparo da carga bacteriana para indução da infecção 
sistêmica – Definição da curva de sobrevida 
 
 Colônias isoladas de K. pneumoniae foram cultivadas em meio LB ágar 
em estufa bacteriológica por até 24 horas. Posteriormente, 01 colônia isolada 
deste cultivo foi inoculada em 10 mL de meio LB líquido contido num tubo de 
polipropileno de fundo cônico com capacidade total de 50 mL e mantido por 18 
horas em Shaker orbital, a 37ºC, a 220 rpm. Transcorridas 18h, 100 µL da 
amostra foi transferida para outro tubo de polipropileno (inoculo II), também de 
50 mL, contendo 9900 µL de meio LB líquido. A amostra foi deixada no shaker 
orbital sob as mesmas condições anteriores até que a absorbância atingisse 
0,6 verificada em cubetas descartáveis (BSA 002) de 1mL da solução 
bacteriana a 595nm e que corresponde a fase de crescimento exponencial, 
previamente determinada para a cepa utilizada no ensaio. Atingida a 
absorbância de 0,6, onde tem-se ~2,9x108 UFC.mL-1. Um 1mL dessa amostra 
foi então foi distribuída em tubos de 1,5mL do tipo Eppendorf, e centrifugada 
por 5 minutos, a 4ºC, a 1600 rpm (FENSTERSEIFER, 2014) e lavada duas 
vezes com solução fisiológica 0,09%. Cada pelet (contendo cerca de ~2,9x108 
UFC.mL-1) foi, então, ressuspendido em 200µL de solução fisiológica. A partir 
dessa densidade (~2,9x108 UFC.mL-1), procedeu-se com o preparo das demais 
concentrações ~2,9x104 e ~2,9x106 por diluição seriada 1:10. Os tubos com as 
diferentes densidades de células foram mantidos no gelo, até a inoculação nos 
animais por via intraperitoneal, em que cada animal recebeu 200µL da solução 




 O mesmo procedimento foi realizado para as concentrações de 
~2,9x1010 e ~2,9x1012 UFC.mL-¹ tendo por base a curva de crescimento 
microbiana realizada anteriormente para a cepa Kp1410503. Para confirmação 
das UFC, 2 µL das amostras foram semeados em meio LB ágar e mantido em 
estufa bacteriológica, a 37ºC, por até 24 horas para contagem e confirmação 
das unidades formadoras de colônia inoculadas. Os grupos que fizeram parte 
do experimento estão descritos na tabela 04.  
 
Tabela 04: Delineamento experimental dos grupos de animais para definição da 
concentração bacteriana a ser utilizada no experimento definitivo e os grupo controle 
Sem tratamento (não receberam nada/controle do ambiente). Os animais dos 
tratamentos T1 a T5 receberam 200 µL da concentração de K. pneumoniae conforme 
descrito na tabela.  
Tratamento Concentração bacteriana 
C1 Sem tratamento algum 
T1 ~2,9x104 UFC.mL-¹ 
T2 ~2,9x106 UFC.mL-¹ 
T3 ~2,9x10⁸ UFC.mL-¹ 
T4 ~2,9x1010 UFC.mL-¹ 
T5 ~2,9x1012 UFC.mL-¹ 
 
 5.4. Inoculação, in vivo, de diferentes concentrações do peptídeo 
Synoeca – MP 
 
 Para a realização do experimento, o peptídeo Synoeca – MP liofilizado 
foi pesado em balança de precisão (Balança Marte AD500, 510g x 0,001g, com 
capela) e ressuspendido em 200µL de soro fisiológico para ser aplicado em 
cada animal. Para o ajuste das dosagens experimentais do peptídeo, todos os 
camundongos pertencentes a cada grupo de tratamento foram pesados e a 
média do peso estimada seguida pela indução da infecção para posterior 
tratamento com o peptídeo. 
 Os animais foram infectados com a carga bacteriana da cepa 
Kp1410503 de K. pneumoniae definida no teste piloto. Após 12 horas de 




200 µL de solução contendo o peptídeo diluído em soro fisiológico em 
diferentes concentrações as quais foram determinadas nos testes de definição 
da concentração inibitória mínima resultando em 0,64 mg.kg-¹ (conversão de 
µg para mg.kg-¹ x 10); 6,4 mg.kg-¹ (10 x a CIM 0,64 mg.kg-¹); 12,8 mg.kg-¹ (2 x 
a CIM 6,4 mg.kg-¹) e 19,2mg.kg-¹ do animal (3 x a CIM 6,4 mg.kg-¹). 
Posteriormente à inoculação do peptídeo, os animais foram acondicionados 
nas gaiolas e levados para a sala apropriada e observados a cada 01 hora para 
averiguar se algum deles apresentava comportamento que demonstrasse 
algum tipo de sofrimento comparando-os sempre com o grupo controle “sem 
tratamento”. As observações eram realizadas durante o dia (manhã e tarde) 
totalizando 168 horas. 
No entanto, para otimizar a análise/visualização dos resultados nas 
figuras 9 e 10, consideramos somente as primeiras 36 horas para elaboração 
dos gráficos uma vez que os animais pertencentes aos grupos que foram 
tratados com o peptídeo e o antibiótico amicacina morreram antes desse 
período restando apenas os animais que não receberam tratamento algum e o 
grupo que recebeu apenas solução salina. Cabe ressaltar que a dosagem do 
peptídeo para o tratamento dos camundongos foi convertida de µg (encontrado 
nos testes in vitro) para mg em função do peso do animal e calculadas em 
mg.Kg-1 do animal. Os testes foram adaptados de outros delineamentos 
experimentais já usados em modelos murinos (MILANO et. al., 1997; LEUNG 
and HASHIMOTO et. al. 1986; LIMA et. al., 2011; GLEN et. al., 2003). 
 
 5.5. Avaliação da atividade hemolítica 
 
 Para realização do experimento, foi solicitado ao Comitê de ética 
autorização via projeto (protocolo 035/15) para coleta de sangue de cada 
animal via punção cardíaca. A atividade hemolítica do peptídeo Synoeca – MP 
foi determinada em conformidade com a metodologia proposta por BIGNAMI 
(1993) com adaptações.  
 Após os animais terem sido anestesiados com 100 mg.kg-¹ de Cetamina 
(Dopalen, Division Veltbrands animal Health, Jacareí, São Paulo –SP, Brasil) e 




Paulínia, SP, Brasil) via Intraperitoneal e eutanasiados via punção cardíaca, o 
sangue proveniente deste procedimento foi então coletado com seringas 
estéreis e dispostos em tubos com heparina para evitar coagulação do mesmo. 
Após a separação das células e plasma por sedimentação, uma suspensão 
com 1% de células em PBS (phosphate buffer solution) foi preparada e 
centrifugada duas vezes (1000 g por 2 minutos). Em seguida, 350µL da 
solução de eritrócitos foi utilizada para testar diferentes concentrações do 
peptídeo Synoeca-MP. Como controle negativo foi utilizado solução salina a 
0.09% (0% de hemólise) e como controle positivo Triton X – 100 a 0,1% (100% 
de hemólise). Decorridos 1 hora, os tubos foram centrifugados e 100 µL do 
sobrenadante coletado e dispostos em placas de 96 poços para determinar a 
densidade óptica em leitor de microplacas (BioTek PowerWaver, HT, EUA) à 
406 nm. 
 
 5.6. Recuperação da carga bacteriana 
 
 Os pulmões e rins foram removidos de cada animal sobrevivente 7 dias 
após o início do experimento para recuperação da carga bacteriana, 
observando os preceitos e protocolos de eutanásia previamente aprovados 
pelo CEUA. Os órgãos foram macerados em ambiente estéri l com 01 mL de 
solução salina e, posteriormente, submetido a diluições seriadas (1:10), em que 
100 µL da suspensão de um tubo eram transferidos para outro tubo tipo 
Eppendorf contendo 900 µL de solução salina. Foram realizadas 8 diluições 
seriadas para cada amostra. O lavado peritoneal também foi coletado a partir 
da inoculação de 3mL de soro fisiológico na região abdominal de cada animal e 
recolhidos novamente com o auxílio de uma seringa estéril um quantitativo de, 
pelo menos, 1mL. O lavado também sofreu 8 diluições seriadas. Para cada 
uma das diluições realizadas dos pulmões, rins e lavado peritoneal, 2 µL foram 
semeados em meio LB ágar e mantidos em estufa bacteriológica, a 37º C por 








 6.1. Detecção molecular de genes carbapenemases 
 
 As cepas selecionadas foram submetidas a análise por PCR (Reação 
em cadeia da Polimerase) para a amplificação de fragmentos gênicos que 
codificam enzimas capazes de degradar o anel β-lactâmico de uma diversidade 
de antimicrobianos (Betalactamases).  
 A figura 08 mostra o gel de agarose 1,5 %, onde foram aplicados em 
cada poço 10 µL da reação de PCR.  Pode-se observar nas linhas 1, 3, 5 e 6 
uma banda de aproximadamente 1000 pb, referente à amplificação de 
fragmentos de  DNA genômico das cepas de Klebsiella pneumoniae referente 
as sequencias do gene de carbapenemases, confirmando a resistência destas 
cepas a classe dos antibióticos carbapenêmicos. A linha 2 representa o 
controle negativo para carbapenemases e a linha 4 a estirpe Kp2177569 que 













Figura 8. Gel de agarose 1,5% para análise das amplificações de PCR. MM - 
marcador de peso molecular. Linha 1:  Controle positivo K. pneumoniae Kp1412719.; 
Linha 2: Controle negativo K. pneumoniae  ATCC 13883; Linha 3: Klebsiella 
pneumoniae Kp1410503; Linha 4: Klebsiella pneumoniae kp2177569. Linha 5: 
Klebsiella pneumoniae Kp2016816, Linha 6: Klebsiella pneumoniae kp1536816. 
MM             1               2               3                4               5                 6              MM 
2000pb 




 6.2. Curvas de crescimento das cepas Kp2177569; Kp1410503, 
Kp2016816 e Kp1536816. 
 
 Os dados referentes ao tempo médio da fase Lag e Log e as UFCs para 
cada uma das cepas encontram–se na tabela 5. Podemos observar uma 
homogeneidade no tocante aos dados avaliados entre as 4 cepas estudadas. 
Todas mostraram uma fase Lag iniciando aproximadamente 02 horas e meia 
após o inoculo ter sido deixado no Shaker em agitação, 37°C e uma fase 
logarítmica entre as O.D. 0,6 e 0,7 correspondente a metade da fase Log. 
 A partir destes dados, o tempo necessário para as cepas atingirem a 
fase log, foi padronizado para os experimentos posteriores in vitro. Foi utilizado 
um inóculo na concentração celular de ~2,9x108 UFC.mL-¹ quando a 
absorbância encontrava-se  entre 0,6 - 0,7, à  595nm. 
Tabela 05: Características observadas nas curvas de crescimento microbiano das 
diferentes cepas de K. pneumoniae utilizadas neste estudo, representando o início da 
fase Lag, metade da fase Log, e número de UFC de todas as cepas utilizadas neste 
estudo. 
Cepa  






Kp2177569  2:30 horas 1,2x104  6 -7 horas 1,8x10⁸ 
Kp2016816  2:30 horas 0,8x104  6 -7 horas 0,6x10⁸ 
Kp1410503  2:30 horas 1,0x104  6 -7 horas 6,4x10⁸ 
Kp1536816  2:30 horas 2,0x104  6 -7 horas 2,9x10⁸ 
  
 6.3. Ensaios antimicrobianos com os peptídeos Synoeca – MP e IDR 
- 1018 contra as cepas multirresistentes de K. pneumoniae. 
 
 A tabela 6 apresenta os valores das Concentrações Inibitórias Mínimas 
(CIMs) obtidas quando o peptídeo Synoeca-MP foi avaliado com relação a sua 
capacidade antimicrobiana contra os isolado clínico de K. pneumoniae, com 
valores de CIM variando de 32 µg.mL-¹ a 128 µg.mL-¹ dependendo da cepa de 
K. pneumoniae analisada. A maior CIM observada foi contra a cepa Kp1536816 




nos resultados da concentração inibitória mínima (CIM) pode estar relacionada 
com o perfil de resistência de cada cepa, ou a produção de diferentes 
moléculas de virulência como sideróforos, o tamanho da cápsula e o tipo de 
antígeno “O”  presente no LPS de cada uma.  Com exceção da cepa 
Kp2177569, carbapenemase negativo, todas as demais apresentam o gene 
que codifica a enzima que degrada inúmeros antimicrobianos . São cepas 
altamente resistentes e algumas delas sensíveis apenas a amicacina e 
gentamicina. De qualquer modo, os resultados comprovaram a eficácia do 
peptídeo ao ter efeito bactericida sobre todas as estirpes multirresistentes 
testadas.  
Tabela 06: CIMs obtidass quando o peptídeo Synoeca – MP foi avaliado contra 
diferentes isolados clínicos de Klebsiella pneumoniae multirresistentes.  
 
Cepa Dose µg.mL-¹ Bactericida/bacteriostático 
(Kp1410503) 64 µg.mL-¹ bactericida 
(Kp1536816) 128 µg.mL-¹ bactericida 
(Kp2016295) 64 µg.mL-¹ bactericida 
(Kp2177569) 32 µg.mL-¹ bactericida 
 
 As mesmas bactérias mencionadas acima também foram testadas 
contra o peptídeo IDR - 1018 (Tabela 7). Dentre as quatro cepas de K. 
pneumoniae utilizadas, somente a Kp2177569 (carbapenemase negativo) foi 
inibida. O MBC realizado posteriormente para essa cepa mostrou que o 
peptídeo IDR - 1018 foi capaz de eliminar todas as colônias dessa bactéria 
resultando num efeito bactericida. Nossos resultados comprovam os dados 
citados por outros autores que indicam uma maior capacidade 
imunomodulatória deste peptídeo do que antimicrobiana, Além disso, IDR -
1018 apresenta melhor efeito fungicida frente a Candida albicans (FREITAS, 
2017). Entretanto, neste trabalho o objetivo não é a comprovação da atividade 




o mesmo não foi avaliado contra as cepas de K. pneumoniae em dosagens 
mais elevadas. 
Tabela 07: Concentração Inibitória Mínima do peptídeo IDR - 1018 contra os isolados 
clínicos de Klebsiella pneumoniae multirresistentes quando testado a concentração 
máxima de 128 µg.mL-¹ (Resultados da atividade antimicrobiana de três réplicas 
biológicas) 
Cepa MIC (Dose µg.mL-¹) Cepa 
(Kp1410503) Não obtido incontáveis 
(Kp1536816) Não obtido incontáveis 
(Kp2016295) Não obtido incontáveis 
(Kp2177569) 64 µg.mL-¹ (bactericida) 0 
 
 6.4. Avaliação da atividade antimicrobiana dos fármacos amicacina, 
ceftazidime e levofloxacina contra a cepa Kp2177569 de Klebsiella 
pneumoniae . 
 
 A Tabela 8 mostra o resultado da dose de inibição obtida quando os 
antibióticos amicacina, levofloxacina e ceftazidime foram analisados 
isoladamente contra Klebsiella pneumoniae Kp2177569. Conforme mostrado 
no anexo 01, esta cepa em antibiograma realizado mostrou sensibilidade a 
amicacina, ceftazidime e levofloxacina. Corroborando com os resultados do 
antibiograma, nossas análises demostraram que a levofloxacina foi o fármaco 
que apresentou melhor atividade bactericida (08 µg.mL-¹). Tal resultado 
bactericida observado em nossas análises também comprovam os resultados 
de sensibilidade deste isolado a estes antimicrobianos. 
Tabela 08: Resultados da atividade antimicrobiana de cada fármaco contra cepa de K. 
pneumoniae kp2177569. 
Fármaco Dose µg.mL-¹ Efeito 
amicacina (aminoglicosídeo) 64 µg.mL-¹ bactericida 
levofloxacina (quinolona) 08 µg.mL-¹ bactericida 




 6.5. Bioensaios para avaliação de combinação de fármacos CHEKER-
BOARD - (TABULEIRO DE XADREZ). 
 
 Os resultados das combinações dos peptídeos Synoeca - MP e IDR -
1018 e de Synoeca - MP com cada um dos antibióticos (amicacina, 
levofloxacina e ceftazidime) estão listados na tabela abaixo (Tabela 09).  
Synoeca - MP apresentou atividade sinérgica somente quando combinado ao 
antimicrobiano levofloxacina sendo necessário apenas 2 µg.mL-¹ deste fármaco 
e 8 µg.mL-¹ do peptídeo Synoeca - MP associados para uma atividade 
bactericida de uma concentração de  5x104 UFC.mL-¹ da cepa de Klebsiella 
pneumoniae (Kp2177569).  
 O sinergismo é uma interação positiva e seus efeitos considerados 
benéficos (LORIAN, 2006). Antes do teste de combinação, eram necessários 
32 µg.mL-¹  de Synoeca-MP e de 08 µg.mL-¹ de levofloxacina, em ensaios 
isolados, para inibir o crescimento da mesma concentração de microrganismos.  
 Quando combinados, os peptídeos IDR - 1018 e Synoeca – MP, 
mostraram interação do tipo indiferente. Isso significa que na associação entre 
ambos, o mecanismo de ação de um fármaco, não interfere no mecanismo de 
ação do outro, isso pode ocorrer talvez por atuarem em diferentes sítios na 
célula alvo, ou seja, os dois fármacos não interagem sob nenhum aspecto 
farmacocinético e farmacodinâmico (OLIVEIRA, 1986). Isso também ocorreu 
com a combinação dos fármacos Synoeca - MP e ceftazidime. A combinação 
da amicacina que atua na subunidade 30S do ribossomo também não 
apresentou atividade sinérgica ao ser associada ao Synoeca – MP.
Tabela 09: Resultado da interação por Checker-board entre Synoeca - MP e levofloxacina, amicacina e ceftazidime bem como da 
combinação de Synoeca-MP e IDR-1018. Todos os fármacos foram testados contra a cepa de Klebsiella pneumoniae Kp2177569 em três 
ensaios independentes para cada um dos fármacos. 
 









































 6.6. Definição da carga bacteriana de infecção induzida para 
posterior tratamento com Synoeca-MP. 
 
 Na figura 01, é possível verificar a porcentagem de sobrevivência de 
cada grupo de animais após a indução da infecção sistêmica com as diferentes 
cargas bacterianas.  Os grupos que receberam as cargas ~2,9x108 UFC.mL-¹; 
~2,9x1010 UFC.mL-¹ e ~2,9x1012 UFC.mL-¹ durante as observações, 
apresentaram redução das atividades, ou seja, mantinham-se quase que 
imóveis num dos cantos da caixa, agrupados, respiração alterada quando 
comparados com o grupo controle que não recebeu nenhum tratamento. Além 
disso, a resposta aos estímulos externos (como se deslocar de um lado para 
outro quando o pesquisador movia a caixa) não acontecia com todos os 
animais, principalmente os que receberam as maiores doses da bactéria além 
de apresentarem dorso arqueado. Todos esses sinais não foram notados no 
grupo controle sem tratamento. 
 Com relação aos grupos T1 e T2 (~2,9x104 UFC.mL-¹ e ~2,9x106 
UFC.mL-¹ respectivamente), ambos respondiam aos estímulos externos 
movendo-se de um lado para o outro com rapidez, bebiam e comiam, subiam a 
grade da gaiola, mantendo-se em constante atividade durante as observações.  
A média de sobrevida foi estabelecida através da análise estatística utilizando o 
programa GraphPad Prism®, Software, versão 7.2 (San Diego, CA, EUA, 
2016). A análise dos dados evidenciou uma média de sobrevida de 18% (18 
horas) para o grupo T3 (~2,9x108 UFC.mL-¹), média de 14,3% (17:04 horas) 
para o grupo T4  ~2,9x1010 UFC.mL-¹ e média de 12,3%  (16:43 horas) para o 
grupo T5 (~2,9x1012 UFC.mL-¹ ) desde o início da indução da infecção (Figura 
1). Portanto, para o teste com o peptídeo optou-se pela carga microbiana de 
inoculação em que o grupo de animais que tivesse apresentado a patologia e 
maior percentual de sobrevida. A concentração de inoculação que preencheu 
esses requisitos foi ~2,9x108 UFC.mL-¹, tendo sido utilizada no experimento de 
sobrevida a partir no tratamento dos animais experimentalmente infectados 












Figura 9: Curva de sobrevida de camundongos C57BL/6 com septicemia experimental 
por K. pneumoniae. Grupos de animais tratados com diferentes concentrações da 
bactéria variando de ~2,9x10
4
 UFC.mL-¹ a ~2,9x10
12
 UFC.mL-¹  Grupo controle: não 
infectados (Sem tratamento), cada grupo com = 5. 
 Os grupos tratados com as concentrações bacterianas ~2,9x104 
UFC.mL-¹ e ~2,9x106 UFC.mL-¹ (tratamentos 1 e 2 , respectivamente)  e grupo 
controle que não recebeu tratamento algum, sobreviveram durante todo o 
experimento. Os demais grupos foram a óbito antes das primeiras 25 horas. O 
grupo infectado com ~2,9x108 UFC.mL-¹ (T3)  foi o que apresentou maior 
tempo de sobrevida. 
 6.7. Avaliação da eficiência do peptídeo Synoeca - MP em controlar 
uma infecção sistêmica experimental causada por Klebsiella pneumoniae 
multirresistente (Kp1410503). 
 
 A figura 2 apresenta todos os grupos tratados com o peptídeo e os 
grupos controles. Os animais pertencentes ao grupo controle do ambiente (que 
não recebeu nenhum tratamento e não foram infectados) sobreviveram durante 
todo o experimento, ou seja, 07 dias assim como o grupo controle dos animais 
não infectados e tratados com 200µL de solução salina, os quais não 
apresentaram nenhuma alteração comportamental ao longo do período total de 
observação. Já o grupo tratado com 6,4 mg.Kg-¹ de amicacina sobreviveu por 




 Nos demais grupos experimentais, a maioria dos animais infectados e 
tratados com o peptídeo Synoeca - MP nas diferentes concentrações foram a 
óbito antes das primeiras 20 horas após o início da indução da infecção. Já nos 
primeiros 60 minutos, havia animal morto pertencente ao grupo infectado com 











Figura 10: Curva de sobrevida de camundongos C57BL/6 com septicemia 
experimental por K. pneumoniae após tratamento com peptídeo Synoeca – MP. 
Grupos controles: K. pneumoniae (108), Amicacina (6,4 mg.kg-¹), Solução fisiológica e 
grupo Sem tratamento.Grupos tratados com as quatro diferentes concentrações do 
peptídeo Synoeca-MP (0,64 mg.kg-¹ a 19,2 mg.kg-¹). 
 
 Baseado nos dados obtidos após análise utilizando o programa 
GraphPad Prism®, Software, versão 7.2 (San Diego, CA, EUA, 2016) notou-se 
que não há diferença estatística significativa entre os grupos controles  entre si 
e entre os grupos 0,64 mg.kg-¹ e 6,4 mg.kg-¹ comparados com o grupo tratado 
somente com a carga bacteriana de K. pneumoniae. No entanto, os grupos 
tratados com 12,8 mg.kg-¹ e 19,2 mg.kg-¹ apresentaram diferença 
estatisticamente significativa (p<0,005) quando comparados ao grupo tratado 
somente com a bactéria. 
 Na tabela abaixo é possível estimar o tempo em que cada grupo de 







Tabela 10: Média de sobrevida dos animais tratados com o peptídeo Synoeca – MP e 
tempo médio de sobrevida observados após a indução da infecção por K. pneumoniae 
Kp1410503 e o tratamento. 
Inoculação 
intraperitoneal da carga 
bacteriana 
Tratamento com 
Synoeca – MP 12 
horas após a indução 
da infecção sistêmica 
 
Tempo Médio 




desde o início 
do tratamento 
Tempo Médio Total em 
que o animal 
permaneceu vivo após 
a inoculação do 
peptídeo (12 horas 




UFC.mL-¹ 19,2 mg.kg-¹ 16:43 4:43 
~2,9x10
8 
UFC.mL-¹ 12,8 mg.kg-¹ 17:08 5:08 
~2,9x10
8 
UFC.mL-¹ 6,4 mg.kg-¹ 17:15 5:15 
~2,9x10
8 
















- 18:48 - 
Controle solução 
fisiológica 




 As análises estatísticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism®, 
Software, versão 7.2 (San Diego, CA, EUA, 2016). 
  
 6.8. Avaliação da Atividade hemolítica 
 
 Synoeca – MP foi avaliado quanto ao potencial hemolítico a partir dos 
eritrócitos coletados no sangue dos camundongos (Protocolo CEUA 035/15). 
Este demonstrou hemólise na taxa de 8% na concentração de 16  µg.mL-¹, 30% 
na concentração de 32 µg.mL-¹ e de 64% na concentração de 64 µg.mL-¹. 
Estes dados divergem dos publicados por Freire, 2014 que revela que o 




que as efetivas como antimicrobianos. Nossos dados revelam que o peptídeo 
não pode ser utilizado como fármaco, pois, causou alta taxa de hemólise nas 
concentrações inibitórias mínimas obtidas para cada cepa resistentes de K. 
pneumoniae.   
 
Gráfico 03: Ensaio hemolítico utilizando as concentrações de 1 a 64 µg.mL-¹ do 
peptídeo Synoeca-MP.  O percentual de hemólise foi determinado a partir do controle 
positivo (Triton X -100, 0,1%) e controle negativo (Solução salina). 
7. Recuperação da carga bacteriana 
  
 No experimento piloto todos os pulmões, rins e lavado peritoneal de 
cada animal sobrevivente e eutanasiado foram removidos para análise de 
recuperação de possíveis microrganismos exceto os que foram a óbito 
espontaneamente. Os animais inoculados com ~2,9x104 UFC.mL-¹ e ~2,9x106 
UFC,mL-¹ do teste piloto tiveram os pulmões e os rins macerados em ambiente 
estéril com 1 mL de solução salina. Posteriormente, esse material passou por 
diluições seriadas (1:10), onde 100µL da suspensão de um tubo era transferida 
para outro tubo tipo Eppendorf contendo 900 µL de solução salina. Foram 
realizadas 8 diluições seriadas de cada material coletado. Para cada uma das 
diluições, 2µL foram semeados em meio LB ágar e as placas mantidas em 
























 Os resultados mostraram que os animais inoculados com concentrações 
bacterianas de ~2,9x104 UFC.mL-¹ e ~2,9x106 UFC.mL-¹ foram capazes de 
eliminar todas as cepas neles inoculadas, pois não foi observado crescimento 
de UFCs de K. pneumoniae  quando realizada o teste de recuperação de carga 
comparado ao grupo controle que  não recebeu nenhum tratamento o qual, 
também, não apresentou crescimento de bactérias. 
 Já os animais infectados com ~2,9x108  UFC.mL-¹ da (carga bacteriana 
selecionada após realização do teste piloto para os ensaios definitivos) cepa 
multirresistente de K. pneumoniae Kp1410503 e tratados com as diferentes 
concentrações do Synoeca-MP  foram a óbito tão logo receberam a dosagem 
do peptídeo não sendo possível a coleta de material para análise de 
recuperação da carga bacteriana. Da mesma forma, o grupo controle tratado 
com amicacina também não possibilitou a coleta de amostras uma vez que os 
animais também morreram. Os camundongos pertencentes aos grupos sem 
tratamento e solução salina não apresentaram nenhum microrganismo após o 
teste de recuperação de carga bacteriana confirmando a ausência da bactéria 
atestando que não houve contaminação cruzada.  
 
 8. Análise Estatística dos Dados  
 
 Os dados apresentados foram expressos em média ± erro padrão da 
média (EPM). Os ensaios In vitro e In vivo foram realizados em triplicatas 
técnicas e repetidos em tempos diferentes. Os mesmos foram analisados pelo 
programa Graphpad Prism® (Disponível em: http://www.graphpad.com/). Para 
os ensaios que possuíram três ou mais grupos e uma única avaliação das 
amostras, as diferenças obtidas entre os grupos foram submetidas à análise de 
variância (ANOVA), seguindo-se do teste de Bonferroni. Foram consideradas 
diferenças significativas com valores de p < 0,05 para os testes in vitro e p < 








 O número crescente de microrganismos multirresistentes que tem 
emergido nos últimos anos preocupa a comunidade médica a medida que 
reduz as opções terapêuticas. Klebsiella pneumoniae MDR (Multidrug-resistant) 
é uma bactéria que vem causando surtos em diversos países, incluindo o 
Brasil, tornando-se cada vez mais capaz de driblar o sistema imunológico do 
hospedeiro e causar a infecção graças a capacidade que possui de sofrer 
mutações que podem conferir resistência. Além disso, pode trocar genes de 
resistência com outras Enterobactérias e disseminar-se rapidamente em 
ambientes nosocomiais. Outras características que favorecem a disseminação 
rápida deste patógeno é a presença de estruturas como a cápsula e o lipídio 
“A”. Tais estruturas fazem com que este microrganismo seja capaz de degradar 
uma grande quantidade de antimicrobianos, principalmente os betalactâmicos 
(KIDD et. al., 2017; LLOBET et. al, 2009). 
 Esse cenário preocupa os profissionais de saúde a medida que essa 
bactéria se tona resistente aos fármacos de uso rotineiro incluindo a colistina, 
um antimicrobiano que voltou a ser utilizado pelos médicos e que é uma das 
última opções terapêutica a serem administradas em casos de infecções 
graves. Ainda assim, já existem relatos de cepas resistentes a colistina 
(CAMPOS et. al., 2017; KIDD et. al., 2017).  
 A alta resistência aos antimicrobianos e a capacidade de disseminação 
de K. pneumoniae constitui-se num grave problema de saúde pública exigindo 
medidas de controle de infecção destes espaços. Estudos capazes de mostrar 
rapidamente a presença de genes de resistência ajudariam na melhor opção 
terapêutica desde o começo reduzindo assim, os riscos de surtos em hospitais, 
principalmente em UTIs (Unidades de terapia intensiva) além da redução dos 
custos dos tratamentos (OLIVEIRA et. al., 2016). 
 O presente estudo analisou a atividade antimicrobiana dos peptídeos 
Synoeca – MP e IDR – 1018 contra isolados clínicos de Klebsiella pneumoniae 
buscando conhecer suas ações frente a cepas multirresistentes numa tentativa 




efeitos in vitro e in vivo. Além disso, avaliou-se a combinação de 
antimicrobianos a fim de identificar possíveis ati vidades sinérgicas. Para o 
estudo in vivo, Synoeca – MP foi testado em quatro diferentes concentrações a 
fim de controlar a infecção sistêmica experimental causada pela bactéria K 
pneumoniae (Kp1410503) sensível somente a amicacina e gentamicina, dois 
aminoglicosídeos.  
 Klebsiella pneumoniae é um problema para pacientes acometidos por 
longos períodos em ambientes nosocomiais devido, principalmente, a 
capacidade que possuem de infectar os pulmões e causar pneumonia severa. 
A quantidade de pacientes que adquirem infecção por K. pneumoniae durante 
a internação culmina em altas taxas de mortalidade principalmente em 
pacientes que fazem uso de ventilação pulmonar (GLEN, 2003). 
 Diante disso, a elaboração de novos agentes capazes de eliminar estes 
patógenos, como os peptídeos antimicrobianos, é de grande importância e vem 
chamando a atenção da comunidade científica graças a resultados exitosos. 
 O mecanismo de ação dos peptídeos antimicrobianos ainda não está 
completamente elucidado os quais podem apresentar diferentes formas de 
ação. Há diversas explicações para que estes sejam capazes de eliminar 
bactérias e fungos multirresistentes. Suas propriedades catiônicas e 
hidrofóbicas permitem que eles participem da imunidade inata reconhecendo e 
inativando microrganismos aniônicos (WANG et al., 2014).  
 Além disso, há diferentes explicações para a atuação dos peptídeos. 
Estes podem atuar como o modelo barri l, (GKEKA E SARKISOV, 2010), 
carpete (PAULSEN et. al., 2013) e formando os poros toroidais (BOZELLI et. 
al., 2012; ELGA, 2006).  
 Synoeca-MP, isolado da peçonha da vespa social Synoeca surinama 
possui 14 resíduos de aminoácidos, é anfipático podendo ser ativo contra 
membranas, porém pode apresentar atividade hemolítica (CASTRO e PALMA, 
2009). O peptídeo foi inserido na classe dos mastoparanos devido a sua 
similaridade com os peptídeos já descritos para esta classe (FREIRE, 2014).  
 Synoeca-MP é rico em resíduos básicos e hidrofóbicos, apresentando 
uma estrutura em hélice-alfa com capacidade de formar poros em membranas 
afetando a viabilidade celular a medida que induz a permeabilidade 




por mastócitos, serotonina e prolactina da pituitária anterior (HIGASHIJIMA, et. 
al., 1988). 
 Segundo ROCHA et. al. (2007), a ação dos mastoparanos pode estar 
diretamente ligada a desestabilização da membrana causando lise ou interação 
com a proteína G, o que ocasionará problemas na sinalização com 
consequente morte da célula por necrose ou apoptose e citotoxicidade a 
células tumorais. 
 Os primeiros testes antimicrobianos feitos por Freire (2014) foram 
realizados pelo método de Microdiluição em caldo (CLSI, 2012) contra cepas 
sensíveis de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Eschirichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae e com as mesmas estirpes, 
porém com perfil de resistência sendo Staphylococcus aureus - MRSA, 
Eschirichia coli ESBL, Enterococcus faecalis – Vancomycin resistance, 
Pseudomonas aeruginosa MBL e Klebsiella pneumoniae - KPC todas doadas 
pelo laboratório FIOCRUZ. Os resultados mostraram que todas as estirpes 
testadas foram sensíveis ao antimicrobiano. Diante dos resultados promissores 
do peptídeo, decidiu-se testá-lo contra isolados clínicos com resistência 
múltipla de Klebsiella pneumoniae obtidos de pacientes hospitalizados no 
Hospital de Base de Brasília entre os anos de 2010, 2011 e 2012. Os 
resultados demonstraram ação antimicrobiana bactericida contra todas as 
quatro (4) estirpes testadas. Dentre elas, duas cepas sensíveis apenas a 
gentamicina e amicacina. A cepa Kp2177569, escolhida para os testes de 
combinação de fármacos, apresentou o menor MIC que foi de 32 µg.mL-¹ 
bactericida. 
 Já os testes para atividade hemolítica, Synoeca-MP demonstrou 8%, 
30% e 64% de hemólise nas concentrações de 16, 32 e 64 µg.mL-¹ 
respectivamente corroborando com os dados encontrados por Lima (2017). 
Tais resultados divergem dos encontrados por Freire (2014) que demonstrou 
uma atividade hemolítica de 50% somente na concentração aproximada de 295 
µg.mL-¹ de Synoeca-MP. As diferenças empregadas na metodologia podem 
explicar as divergências entre os resultados encontrados neste estudo e de 





 Na experimentação in vivo, ao inocular o peptídeo nos animais, 
percebeu-se que uma hora depois, alguns camundongos pertencentes ao 
grupo que recebeu a maior dosagem do antimicrobiano (19,2 mg.kg-¹) já 
estavam mortos e o sangue coagulado o que reforça a ideia de que o peptídeo 
apresenta-se tóxico. 
 Por pertencer a classe dos mastoparanos, o peptídeo Synoeca – MP é 
capaz de causar danos aos mastócitos que são células do tecido conjuntivo 
que participam dos mecanismos de defesa do organismo e estão envolvidos 
em reações incomuns locais, reações inflamatórias, eliminação de parasitas e 
também da imunidade inata contra infecções causadas por bactérias 
(WEDEMEYER et. al., 2000) e vírus (DE PAULIS  et. al., 2000). Além disso, 
promovem a exocitose de diversas células de mamíferos, participa da atividade 
hemolítica e de formação de edema, além de provocar falência cardiovascular 
devido a intensa liberação de íons potássio eritrocitários (CASTRO e PALMA, 
2009). 
 Diante disso, há várias hipóteses que podem justificar a morte prematura 
dos animais após a inoculação do peptídeo comparado ao grupo controle que 
foi tratado apenas com ~2,9x108 UFC.mL-¹, o qual teve média de sobrevida de 
18%, dentre elas, a metodologia aplicada, um possível equívoco na pesagem 
do peptídeo, alta toxicidade do antimicrobiano uma vez que o mesmo pertence 
a classe dos mastoparanos. Dessa forma, análises mais precisas são 
necessárias para avaliar o que de fato ocasionou a morte dos camundongos 
num período de tempo tão curto (Cerca de 60 minutos após a aplicação da 
dosagem mais alta 19,2 mg.kg-¹). Portanto, há a necessidade de estudos 
minuciosos para que seja possível compreender a atuação do antimicrobiano 
Synoeca-MP in vivo. 
 Essa variedade de modelo de infecção intraperitonial permite ao 
peptídeo atuar aumentando a permeabilidade da membrana com a formação 
de poros que contribuem para o extravasamento celular (LOPEZ-
ABARRATEGUI, et. al., 2012). Porém, não é possível através deste 
experimento, definir as determinantes que ocasionaram a coagulação do 
sangue e a morte tão prematura dos animais. O que podemos concluir, 
inicialmente, é que em virtude dos animais terem morrido poucas horas após a 




antimicrobiano já que os animais tratados apenas com a estirpe de K. 
pneumoniae mantiveram o padrão do experimento piloto confirmando a tese de 
que sobreviveriam entre 18 e 24 horas. Além disso, os compostos peptídicos 
mais comuns em venenos de vespas são pertencentes a classe dos 
mastoparanos cuja principal função biológica é a degranulação de mastócitos 
que são células de defesa do organismo envolvido em reações imunes locais 
(WEDEMEYER et. al., 2000; DE PAULIS et. al., 2000). 
 A resistência intrínseca ou adquirida a muitos antibióticos tem 
comprometido a terapêutica e dificultado as opções de tratamento. Dessa 
forma, a combinação de fármacos pode ser uma alternativa satisfatória. O 
sinergismo é considerado uma interação positiva quando os efeitos 
combinados dos antibióticos é relativamente maior que seus efeitos 
independentes quando usados isoladamente. Já o antagonismo é uma 
interação negativa na qual o efeito combinado dos fármacos a serem 
examinados é significativamente menor que seus efeitos independentes 
quando testados separadamente. Uma interação indiferente entre os 
antibióticos ocorre quando não há interação significativa entre eles (LORIAN, 
2006). 
 Pensando nisso, o peptídeo Synoeca-MP foi combinado com outros 
antimicrobianos na tentativa de identificar possíveis combinações sinérgicas 
capazes de contribuírem para a morte do microrganismo sem agredir o 
hospedeiro uma vez que as concentrações podem ser reduzidas e, 
consequentemente, os efeitos colaterais. 
 Os testes de combinação de fármacos realizados entre Synoeca – MP, 
IDR - 1018, amicacina, levofloxacina e ceftazidime demonstrou atividade 
sinérgica somente quando combinado a quinolona levofloxacina ao peptídeo 
Synoeca – MP. O fármaco levofloxacina inibe a atividade da DNA girase ou 
topoisomerase II, que são enzimas fundamentais à sobrevivência bacteriana. A 
DNA girase torna a molécula de DNA compacta e biologicamente ativa. Ao 
inibir essa enzima, a molécula de DNA passa a ocupar grande espaço no 
interior da bactéria e suas extremidades livres determinam uma síntese 
descontrolada de RNA mensageiro e de proteínas, resultando na morte da 
bactéria. Já amicacina liga-se à fração 30S dos ribossomos inibindo a síntese 




inibidor da síntese da parede celular bacteriana fixando-se as proteínas de 
ligação as penicilinas (PBPs) resultando na interrupção da biossíntese da 
parede celular (peptideoglicano) levando a lise e a morte da bactéria (ANVISA, 
2017). 
 A levofloxacina apresenta como efeitos colaterais náuseas e vômitos em 
boa parte dos pacientes minutos após a administração. Além disso, o uso 
prolongado deste fármaco (6/7 dias) pode resultar em hepatotoxicidade severa 
incluindo hepatite aguda e eventos fatais, miastenia grave, fraqueza muscular, 
convulsões, psicoses tóxicas e aumento da pressão intracraniana. Também há 
relatos de insuficiência renal, distúrbios oftalmológicos entre outros (INFAMED, 
2012). A junção de levofloxacina com Synoeca - MP pode ser um indicador da 
possibilidade de diminuição da concentração de cada antimicrobiano e, 
consequentemente, dos danos teciduais gerados por eles isoladamente no 
hospedeiro. Além da redução/eliminação dos efeitos colaterais, os fármacos 
são capazes de eliminar a cepa multirresistente de K. pneumoniae. O efeito 
sinérgico entre Synoeca - MP e levofloxacina é uma demonstração de que 
ambos podem ser efetivos quando combinados o que é interessante para a 
indústria farmacêutica e um fator importante a ser explorado. A ação do 
levofloxacina ocorre no DNA, portanto, há a hipótese de que Synoeca - MP 
tenha causado a lise ou um poro na parede celular da bactéria permitindo a 
ação mais efetiva do antibiótico levofloxacina. 
 É muito difícil reconhecer as ações de muitos medicamentos, sobretudo, 
os efeitos fisiológicos e bioquímicos a base da interação. Esse 
desconhecimento faz com que uma associação medicamentosa seja danosa 
ao paciente. De tão relevante que este assunto o é, os órgãos sanitaristas de 
autoridades internacionalmente reconhecidas como a OMS, FDA 
(Administração de Alimentos e Drogas dos Estados Unidos), A Sociedade 
Farmacêutica da Inglaterra e a Ordem dos farmacêuticos Franceses 
estabelecessem uma Doutrina sobre a farmacovigilância, em 1972, pela OMS 
com o intuito de advertir os Estados membros das possíveis reações adversas 
causadas por substâncias terapêuticas em uso. A Legislação Brasileira segue 
tais recomendações (OLIVEIRA, 1986). Diante do exposto fica a sugestão do 




fármacos já comercializados e destes com os peptídeos antimicrobianos. Há 
muitas informações a serem descobertas e que podem ser promissoras para a 
humanidade a medida que contribuem para a melhoria da qualidade de vida 
dos cidadãos. 
 Outro peptídeo estudado neste projeto foi o IDR-1018. De acordo com 
Freitas (2017), o peptídeo IDR - 1018 é capaz de auxiliar o organismo a 
eliminar a bactéria por meio do recrutamento de macrófagos para o local da 
infecção. Dessa forma, IDR - 1018 faz o deslocamento de células imune, 
agindo sobre macrófagos desencadeando a produção de citocinas e 
quimiocinas pró-inflamatórias. O comportamento deste peptídeo pode explicar 
o porquê da maioria das cepas de Klebsiella pneumoniae testadas não terem 
tido o crescimento inibido. Esse peptídeo apresenta melhor atividade fungicida 
frente a Candida albicans e alta atividade Imunomodulatória (FREITAS, 2017). 
 Por fim, Klebsiella pneumoniae é uma espécie causadora de surtos 
nosocomiais além de possuir uma elevada taxa de resistência o que justifica 
sua vigilância constante além da determinação rápida de seu perfil de 
sensibilidade frente aos antimicrobianos. Tais ações devem ocorrer com 
periodicidade oferecendo dados que ajudem na implantação de políticas de 
controle de infecção hospitalar eficazes para a realidade dos estabelecimentos 














10. CONCLUSÕES  
 
Conforme os resultados encontrados no estudo in vitro e in vivo envolvendo os 
peptídeos Synoeca – MP e IDR – 1018, concluiu-se que: 
 Synoeca – MP apresentou atividade antimicrobiana bactericida contra 
todas as cepas de isolados clínicos testadas demonstrando melhores 
resultados que IDR – 1018 que só inibiu a cepa Kp2177569 
Carbapenemase negativo (MIC de 64 µg.mL-¹ bactericida). 
 PCR mostrou que três cepas eram KPC+ e uma era KPC- Kp 2177569. 
 Cepas apresentam similaridades nas curvas de crescimento sendo 
escolhido o valor ~2,9x108 UFC.mL-¹ para todos os bioensaios in vitro 
(Com ajustes para cada teste). 
 Synoeca – MP demonstrou ação sinérgica quando combinado com 
levofloxacina. 
 Na experimentação in vivo, Synoeca – MP não foi capaz de melhorar a 
sobrevida dos animais nas quatro concentrações testadas (0,64 mg.kg-¹; 

















 Repetição dos ensaios in vivo com outras dosagens do peptídeo não 
hemolítico e em combinação com o fármaco levofloxacina. 
 
 Avaliar a atividade imunomodulatória utilizando o Synoeca-MP na 
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Anexo 01. Avaliação do perfil de resistência e susceptibilidade das cepas de Klebsiella pneumoniae que foram selecionadas para 
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